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Carrego seu coração comigo  
Eu o carrego no meu coração  
Nunca estou sem ele  
Onde quer que vá, você vai comigo  
E o que quer que eu faça  
Eu faço por você 
Eis o grande segredo que ninguém sabe 
Aqui está a raiz da raiz  
O broto do broto  
E o céu do céu  
De uma árvore chamada vida  
Que cresce mais que a alma pode esperar  
Ou a mente pode esconder  
E esse é o prodígio  
Que mantém as estrelas à distância  
Eu carrego seu coração comigo  
Eu o carrego no meu coração.
(Poema de E.E. Cummings) 
                 
v
                                                                                                                                       
      
À memória dos meus pais Nemo (o “meu capitão Nemo”) e Maria de Lourdes 
pelo apoio, pela confiança que sempre tiveram  
    em mim e dedicação para me proporcionar uma boa formação. 
                 
vi
                                                                                                                                       
      
Agradecimentos 
Agradeço à professora Ana Maria que mesmo sem me conhecer muito bem 
apostou em mim e me deu a oportunidade de fazer parte do seu grupo de 
pesquisa e de trabalhar numa nova área que estava iniciando no laboratório. 
Obrigada pela orientação, estímulo, carinho e confiança. Por me apresentar o 
mundo da mosca da bicheira, por me acompanhar nesta trajetória e 
principalmente por ter apostado em mim. Obrigada por todo o carinho e apoio que 
recebi, serei sempre muito grata.  
Aos amigos do Laboratório de Genética Animal os meus mais sinceros 
agradecimentos.  
À Rosangela (ou Rosa, Rose ou simplesmente Ro), Lê e Salete muito obrigada 
pela ajuda em muitos momentos. Obrigada não só pelo apoio técnico que muito 
contribuiu para a realização deste trabalho, mas principalmente pela parceria e 
amizade. 
Aos grandes companheiros Marco Antonio (conhecido também como “tia velha” ou 
Palocci), Pablo, Renato e Mariana muito obrigada pelos momentos de terapia de 
bar. Muito obrigada pelas discussões sobre genética, evolução, biologia de C. 
hominivorax, resistência e outros assuntos aleatórios. Foi muito bom conviver com 
vocês. 
Ao Renato agradeço por toda a ajuda que recebi desde o meu inicio no laboratório 
e principalmente pela grande ajuda e apoio que ele me deu nesta reta final. 
À Mariana, minha amiga e irmã de coração, obrigada pela ajuda incondicional e 
imediata em todos os momentos. Serei sempre grata pelos passeios na Serra da 
Bocãina, pelo carinho que sempre recebi dela e de seus pais Cristiano e Sonia, 
que abriram as portas da sua casa e sempre me receberam com um grande 
sorriso. 
À Karina, uma grande amiga, obrigada pelas discussões científicas, sugestões, 
parceria durante o Congresso de Entomologia na África do Sul e amizade dentro e 
fora do laboratório. 
                 
vii
                                                                                                                                       
      
A Tatiana, Ana Carolina, Gisele e aos amigos que já saíram do laboratório e foram 
trilhar outros caminhos, Aline, Gustavo (o Johnny), Joan, Túlio, Lissiene, Mari 
Loira, Jaú, Sofia, Pedro, Claudia, Priscila e Bárbara obrigada pela parceria no dia 
a dia e por contribuírem para a existência de muitos momentos de alegria e 
descontração no laboratório. 
À Aline obrigada pela ajuda na coleta das amostras de Estiva, em Minas Gerais. 
Às gurias da secretaria do CBMEG, Tânia e Sandra, e à Lurdes, secretária da 
pós-graduação da Genética, obrigada pela ajuda indispensável em muitos 
momentos.  
Aos professores desta Universidade com quem tive aulas agradeço pela 
contribuição na minha formação. 
Aos amigos de Porto Alegre, que mesmo de longe, sempre me apoiaram, ouviram 
meus desabafos, torceram e torcem por mim. 
Aos amigos da “casa do Edge” muito obrigada pela parceria, churrascos, cinemas, 
o período que morei com vocês foi muito bom e será sempre lembrado com muito 
carinho e saudades.  
Aos amigos que fiz aqui em Campinas por tornar esse período que vivi aqui muito 
melhor do que eu poderia imaginar.  
Ao meu irmão mais novo André, que apesar de nunca ter entendido porque eu 
decidi trabalhar logo com moscas, sempre me apoiou e acreditou em mim.  
À toda minha família pelo apoio, especialmente meus pais, que sempre 
priorizaram a minha formação e sempre se dedicaram para que ela fosse a melhor 
possível. Eles sempre foram e serão meu maior exemplo de honestidade e 
responsabilidade. À minha mãe, minha companheira, minha cúmplice, fonte das 
minhas forças e da minha coragem, sem seu apoio eu não teria chegado até aqui. 
Vou sentir saudades. 
Aos professores membros da pré-banca e banca final agradeço pela participação, 
críticas e sugestões. 
À FAPESP pelo financiamento nos projetos do laboratório e ao CNPq pela 
concessão da bolsa de estudo. 
                 
viii
                                                                                                                                       
      
RESUMO
Cochliomyia hominivorax é considerada uma importante praga por causar perdas 
econômicas para a pecuária na região Neotropical. Este ectoparasita tem sido 
controlado principalmente por inseticidas, entretanto, este método normalmente 
resulta na seleção de indivíduos resistentes. Nesta tese foram investigados 
mecanismos associados com resistência a inseticidas organofosforados e 
piretróides. Os resultados apresentados nesta tese estão divididos em dois 
artigos. No artigo 1 foram investigados dois mecanismos de resistência a 
piretróides, um conhecido como kdr (knockdown resistance), associado à 
mutações no canal de sódio, e a mutação W251S no gene da carboxilesterase E3, 
a qual têm sido associada à hidrólise de piretróides. Foram investigadas 
populações da atual distribuição geográfica de C. hominivorax através de PCR-
RFLP. Para a mutação kdr (L1014F) nenhum indivíduo mutante foi encontrado. 
Entretanto, a mutação W251S foi encontrada em todas as populações, com as 
mais altas freqüências nas amostras da Venezuela (100%) e Colômbia (93.75%). 
Em algumas populações amostradas, apesar da freqüência do alelo mutante ter 
sido relativamente baixa, o número de indivíduos portadores de pelo menos um 
alelo mutante foi alto. No bioensaio com cipermetrina (piretróide tipo II), utilizando 
amostras de Estiva (MG), os resultados analisados através do teste exato de 
Fisher indicaram que para a mais baixa concentração (p=0.0003) e para uma 
concentração intermediária (p= 0.024), a presença da mutação W251S está 
correlacionada com as chances de sobrevivência. Entretanto, na mais alta 
concentração (p= 0.221) a presença desta mutação não foi correlacionada com a 
sobrevivência, o que possivelmente indica dificuldade em hidrolisar este tipo de 
piretróide em concentrações maiores. No Artigo 2, as mutações G137D no gene 
da carboxilesterase E3, e as mutações I298V, G401A e F466Y no gene da 
acetilcolinesterase, associadas com resistência a organofosforados, foram 
investigadas nas mesmas populações do artigo 1, através de PCR-RFLP e 
sequenciamento direto de PCR. A região codificante completa da 
acetilcolinesterase também foi caracterizada e proposto um modelo para a 
estrutura tridimensional desta proteína com base na estrutura da 
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acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster. Possíveis alterações na proteína 
causadas pelas mutações associadas com resistência a organofosforados foram 
discutidas. No gene da acetilcolinesterase somente 2 de 135 indivíduos 
analisados apresentaram uma das mutações investigadas, a F466Y, o que pode 
estar associado ao alto custo no valor adaptativo do indivíduo, causado por 
algumas mutações neste gene ou inexistência dos demais alelos mutantes nestas 
populações. Entretanto, para a mutação G137D no gene da E3 foi encontrado um 
alto número de indivíduos portadores de pelo menos um alelo mutante na maioria 
das populações brasileiras e no Uruguai. Em Cuba, Venezuela e Colômbia 
nenhum indivíduo mutante para G137D foi encontrado, o que pode estar 
relacionado com os inseticidas usados no controle de C. hominivorax nestas 
regiões ou com a inexistência do alelo mutante nestas localidades. Os resultados 
de ambos os trabalhos indicam que mutações no gene da carboxilesterase E3 são 
um dos principais mecanismos de resistência selecionados nesta espécie, dentre 
os investigados até o momento. Este estudo representa um importante avanço no 
entendimento da base molecular da resistência a inseticidas em um importante 
ectoparasita.  
PALAVRAS-CHAVE: Cochliomyia hominivorax; resistência a inseticidas; 
carboxilesterase; canal de sódio; acetilcolinesterase 
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ABSTRACT 
Cochliomyia hominivorax is an important ectoparasite, causing considerable 
economic losses to livestock sector in Neotropical region. This ectoparasite has 
been controlled mainly by applying insecticides, however, this method usually 
results in the selection of resistant individuals. In this thesis, mechanisms 
associated with organophosphate and pyrethroid insecticide resistance were 
investigated. The results presented in this thesis are divided in two articles. In the 
Article 1 two mechanisms associated with pyrethroid resistance were investigated, 
the kdr (knockdown resistance), a generic term for mutations in the sodium 
channel, and a mutation in the residue 251 of the carboxylesterase E3 gene, which 
have been associated with pyrethroid hydrolysis. Populations of actual 
geographical distribution of C. hominivorax were investigated through PCR-RFLP. 
For the kdr mutation, no mutant individuals were found. However, the W251S 
mutation was found in all populations investigated, with the highest frequencies in 
the samples from Colombia (100%) and Venezuela (93.75%). In some populations, 
despite relatively low mutant allele frequency, the number of individuals having at 
least one mutant allele was high. A bioassay with cypermethrin (pirethroid type II) 
was also performed, using samples from Estiva (MG). The results of the Fisher’s 
exact test for the lowest concentration (p=0.0003, α= 0.05) and for an intermediate 
concentration (p= 0.024, α= 0.05) indicated that the presence of W251S mutation 
are correlated with the survival. However, at the highest concentration, Fisher’s 
exact test (p= 0.221, α= 0.05) indicated that the presence of this mutation was not 
correlated with survival. These results indicate that the W251S mutation in C. 
hominivorax probably presents difficulties in hydrolyzing of this kind of pyrethroid, 
in high concentrations. In the Article 2, the G137D mutation, in the 
carboxylesterase E3 gene, and the I298V, G401A and F466Y mutations in the 
acetylcholinesterase gene, associated with organophosphate resistance, were 
investigated. The same populations of article 1 were analyzed using PCR-RFLP 
and PCR direct sequencing. The complete coding region of acetylcholineserase 
also was characterized and a putative model for the three-dimensional structure of 
this protein was proposed, based on solved structure of Drosophila melanogaster. 
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Possible alterations in the protein, caused by mutations associated with 
organophosphate resistance, were discussed. For the acetylcholinesterase gene, 
only 2 of 135 individuals analyzed presented one of the mutations investigated, the 
F466Y. This fact may be related with the fitness cost of some mutations in this 
gene, or the inexistence of mutant alleles in these populations. For the G137D 
mutation, a high number of individuals having at least one mutant allele were found 
in most of the Brazilian populations and in Uruguay. In Cuba, Venezuela and 
Colombia no G137D mutant was found, a finding that may be related to the 
insecticides used for C. hominivorax control in these regions. The results of these 
two works indicate that mutations in the carboxylesterase E3 gene are one of the 
main insecticide resistance mechanisms selected in this species, so far 
investigated. This study represents a significant advance in the understanding of 
the molecular basis of insecticide resistance in an important livestock ectoparasite.  
Key Words: Cochliomyia hominivorax; insecticide resistance; carboxylesterase 
E3; sodium-channel; acetylcholinesterase 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Miíase e a família Calliphoridae 
 A família Calliphoridae é uma família que compreende aproximadamente 
1000 espécies de ampla distribuição geográfica em diferentes ambientes, 
apresentando espécies de grande importância econômica, médica, sanitária e 
forense (Baumgartner & Greenberg, 1984; Guimarães & Papavero, 1999). A 
espécie praga da pecuária Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) é um 
importante ectoparasita causador de miíase primária na Região Neotropical, 
infestando animais domésticos e provocando graves prejuízos à pecuária, 
podendo infestar até mesmo humanos (Guimarães et al., 1983). A miíase 
primária é um parasitismo caracterizado pela habilidade de larvas de dípteros 
desenvolverem-se nos tecidos vivos de animais vertebrados, incluindo humanos, 
podendo causar diferentes tipos de infecções dependendo da localização da 
larva no corpo do hospedeiro, isto é, dermal, subdermal, nasofaringeal, 
urogenital ou em órgãos internos (Hall & Wall, 1995). Dentro da família 
Calliphoridae as espécies Chrysomya bezziana e C. hominivorax, parasitas 
obrigatórios e causadoras de miíase primária, estão associadas a prejuízos na 
pecuária no Velho Mundo e na região Neotropical, respectivamente (Guimarães 
& Papavero, 1999). O califorídeo Lucilia cuprina, classificado como parasita 
facultativo, é a principal responsável pela incidência de miíases em ovelhas na 
Austrália, Tasmânia e Nova Zelândia, causando grandes perdas econômicas 
para a indústria local de lã (Levot, 1995; Tellam & Bowles, 1997). 
A família Calliphoridae também contém espécies causadoras de miíases 
secundárias, que se caracterizam pelo hábito da alimentação de tecido morto e 
material em decomposição, destacando-se neste grupo as espécies do gênero 
Chrysomya (C. putoria, C. megacephala, C. albiceps e C. rufifascies) e a 
Cochliomyia macellaria. Estas moscas são consideradas de importância médica 
e sanitária por promoverem a disseminação mecânica de patógenos e também 
são importantes para a entomologia forense, por serem os primeiros animais a 
detectarem um cadáver. O gênero Chrysomya era restrito aos trópicos do Velho 
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Mundo, entretanto, em meados da década de 70 detectou-se a presença de três 
espécies deste gênero no Brasil, C. putoria, C. megacephala e C. albiceps
(Baumgartner & Greenberg, 1984; Guimarães & Papavero, 1999). 
 O parasitismo obrigatório e a habilidade de iniciar miíase primária em 
vertebrados teriam múltiplas origens na família Calliphoridae (Stevens, 2003). 
Entrento, a origem evolutiva do hábito de miíase presente nesta família ainda 
permanece não esclarecida. Espécies associadas ao hábito ectoparasítico 
geralmente podem ser divididas em três grandes grupos baseado no hábito 
alimentar das larvas: saprófagos, normalmente vivendo em material orgânico em 
decomposição; ectoparasitas facultativos, os quais podem viver como 
saprófagos ou como ectoparasitas; ectoparasitas obrigatórios, os quais se 
alimentam somente dos tecidos de hospedeiros vivos. Tem sido proposto que 
esta divisão funcional pode refletir a evolução progressiva do parasitismo em 
Calliphoridae. As espécies de hábito saprófago teriam dado origem às 
ectoparasitas falcultativas e estas por sua vez às ectoparasitas obrigatórias 
(Zumpt, 1965). Em uma revisão Stevens & Wallman (2006) comentam que os 
diferentes hábitos de vida larval das espécies de Calliphoridae indicam que o 
estado ancestral de desenvolvimento larval teria sido a alimentação a partir de 
carcaças e miíase oportunística, uma conclusão que estaria de acordo com a 
origem saprófaga proposta por Zumpt (1965) and Erzinçlioglu (1989). 
1.2 Cochliomyia hominivorax: a mosca-da-bicheira 
Cochliomyia hominivorax é considerada uma importante praga da 
pecuária nas áreas de sua ocorrência. No Brasil é conhecida popularmente 
como mosca da bicheira. Com relação à morfologia desta espécie, as moscas 
adultas medem de 8 a 10 mm de comprimento, sendo de coloração metálica de 
tonalidade verde-azulada. Os machos cruzam muitas vezes, começando 24h 
após emergirem da pupa. Entretanto, as fêmeas cruzam uma única vez com 
idade entre 3 a 5 dias. Uma fêmea pode ovipor entre 3 a 4 vezes, com uma 
média de 200 ovos por oviposição (Thomas & Mangan, 1989). Os ovos são 
depositados como “massas de ovos agrupados” com posturas de diferentes 
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fêmeas, usualmente na borda da ferida ou em aberturas do corpo como olhos, 
boca, vagina, e eclodem em torno de 24 horas após a postura (Figura 1). A fase 
de larva tem 3 estágios e em torno de 7 dias após os ovos terem sido 
depositados as larvas deixam a ferida, caindo no solo onde enterram-se (2-5cm 
de profundidade) para transformarem-se em pupas. Também em torno de 7 dias 
após entrar no estágio de pupa emerge o adulto (Figura 2). Os estágios imaturos 
(larva e pupa) são muito influenciados pela temperatura, portanto o tempo de 
duração de cada estágio pode variar (Guimarães & Papavero, 1999; Marcondes, 
2001).  
Massa de ovos Larvas 
Figura 1. À esquerda, indivíduo adulto de Cochliomyia hominivorax. À direita, ferida 
no testículo de um bovino já contendo larvas e nova postura de ovos na borda. 
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Figura 2. Representação do ciclo de vida de Cochliomyia hominivorax. 
As larvas de C. hominivorax se alimentam exclusivamente de tecidos 
vivos agravando as lesões, as quais servem de porta de entrada para miíases 
secundárias (infestação do tecido necrosado) e infecções bacterianas, podendo 
levar à morte do animal infestado. As perdas decorrentes de suas infestações 
incluem danos ao couro, diminuição da produção de leite e peso, morte de 
bezerros decorrentes de miíases umbilicais, além dos gastos com prevenção e 
tratamento (Grisi et al., 2002). Condições locais tais como a distribuição e 
densidade de animais domésticos (principalmente bovinos e ovinos) e animais 
silvestres, práticas da pecuária e agricultura, movimento dos animais, densidade 
da população humana, condições sócio-econômica, serviços de saúde pública, 
fatores climáticos e geográficos influenciam a severidade das infestações e a 
magnitude do problema (Robinson et al., 2009).  
 Historicamente a distribuição desta espécie extendia-se desde o sul dos 
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América do Sul, exceto o Chile onde ela ocorria somente ao norte do país 
(Guimarães & Papavero, 1999). Através de um programa de controle utilizando a 
técnica do inseto estéril (SIT, sterile insect technique) C. hominivorax foi 
erradicada dos Estados Unidos, América Central, Curaçao e Ilhas Virgens 
(U.S.A.). Atualmente, ela é encontrada em algumas ilhas do Caribe e América do 
Sul (Matlock & Skoda, 2009). Fora das Américas, sua ocorrência foi registrada 
em 1988 na Líbia, onde após o uso de um programa de erradicação utilizando a 
técnica SIT foi eliminada em 1991 (Lindquist et al., 1992). 
Uma grande dificuldade enfrentada em estudos populacionais com esta 
espécie é a obtenção de amostras suficientes do campo para as análises 
genéticas, pois as iscas atrativas para os adultos nem sempre são efetivas para 
obter uma boa amostragem. Normalmente as amostras são larvas provenientes 
de animais infestados, e consideráveis recursos e organização para coletas são 
necessários para obter tais amostras (Robinson et al., 2009). A genética de 
populações de C. hominivorax tem sido abordada por diferentes técnicas e 
marcadores genético-moleculares, o que tem originado algumas hipóteses 
conflitantes sobre a estrutura populacional e diversidade genética e seus efeitos 
nas estratégias de controle (revisão em Azeredo-Espin & Lessinger, 2006; 
Torres, 2006; Lyra et al., 2009). 
 Em um estudo com 34 populações de C. hominivorax da sua atual 
distribuição geográfica, usando a técnica de PCR-RFLP em sequências 
mitocondriais de COI/COII, foi verificado que a distribuição da variação genética 
não é uniforme. Altos níveis de diferenciação foram encontrados entre 
populações da região Caribenha e entre estas e populações continentais, 
contrastando com a baixa variação encontrada entre as populações continentais. 
As populações Caribenhas constituem entidades independentes conectadas por 
um restrito fluxo gênico. Em geral, as populações analisadas apresentaram um 
complexo padrão de variação genética, com poucas populações isoladas e 
algumas populações panmíticas (Lyra et al., 2009). A mesma estruturação nas 
populações Caribenhas também foi encontrada utilizando marcadores 
microssatélites (Torres & Azeredo-Espin, 2009). Ainda com relação à genética 
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desta espécie sabe-se que a mesma possui um número diplóide de 12 
cromossomos (2n=12), com cinco pares de autossomos e um par de 
cromossomos sexuais, os quais não politenizam e normalmente aparecem nas 
preparações citológicas como pedaços de cromatina não condensada (Dev et 
al., 1986). Recentemente um novo fotomapa, de maior resolução, com a 
caracterização dos cromossomos politênicos de C. hominivorax foi realizado 
(Batista et al., 2009).  
1.3 Estratégias de controle 
Devido a sua importância econômica, esforços internacionais têm sido 
feitos na elaboração de programas de controle e eventualmente erradicação de 
C. hominivorax nas áreas de sua atual distribuição, através da aplicação da 
técnica do inseto estéril.  Esta técnica baseia-se na esterilização das pupas com 
radiação e posterior soltura das mesmas no ambiente, para que os machos 
estéreis acasalem com as fêmeas no campo. Devido ao fato da fêmea de C. 
hominivorax acasalar somente uma vez em sua vida, o acasalamento com um 
macho estéril acaba ocasionando uma diminuição na densidade populacional 
(Klassen & Curtis, 2005). Entretanto, para aumentar o sucesso da técnica do 
SIT, e também diminuir os gastos envolvidos na produção e liberação das pupas 
estéreis, é necessário que antes da liberação seja feito uma supressão na 
densidade populacional. Esta supressão pode ser feita através do uso de 
armadilhas, mas o método mais comumente usado é a aplicação de inseticidas 
(Mangan, 2005). Portanto, para o sucesso de programas como este é de grande 
importância o conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na 
resistência a inseticidas na espécie alvo para que medidas mais eficazes de 
controle possam ser aplicadas. Além disso, um fator igualmente importante na 
elaboração de estratégias eficientes de manejo de pragas, principalmente 
quando visam grandes áreas de distribuição, é o conhecimento da diversidade 
genética e estrutura das populações. A análise genética de populações permite 
identificar similaridades e diferenças entre populações de diferentes regiões 
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geográficas, verificar o nível de troca genética entre populações e o grau de 
isolamento entre elas (revisão em Robinson et al., 2009). 
 Atualmente pesquisas têm sido realizadas para o desenvolvimento de 
novas moléculas com ação inseticida. O desenvolvimento destas novas 
moléculas baseia-se na utilização de toxinas naturais com ação inseticida na 
produção de novos produtos ou desenvolvimento de plantas transgênicas. 
Toxinas produzidas por escorpiões, aranhas e anêmonas do mar têm 
despertado muito interesse devido a grande diversidade de toxinas que são 
expressas nas glândulas de veneno destes animais (Nicholson, 2007). 
Estratégias de desenvolvimento de vacinas para controle desta e outras 
espécies causadoras de miíase primária têm sido investigadas. O 
desenvolvimento de vacinas em moscas causadoras de miíase tem se 
concentrado em Lucilia cuprina e Hypoderma lineatum (Oestridae), entretanto, 
tem sido difícil obter um produto imunologicamente ativo que ofereça altos níveis 
de proteção no campo e que possa ser produzido em grandes quantidades. 
Peritrofinas e proteases, encontradas em extratos de larvas têm apresentado 
considerável potencial para o desenvolvimento de vacinas (Nisbet & Huntley, 
2006).  
Uma outra estratégia que tem sido investigada recentemente é a 
manipulação de mecanismos regulatórios intracelulares, como a fosforilação e 
defosforilação de receptores de membrana e canais de íons que são alvos da 
ação de inseticidas, tornando-os mais sensíveis a estes compostos. A super-
expressão de fosfatases e/ou quinases em insetos, com a ajuda de vírus 
recombinantes, pode permitir o aumento na sensibilidade a inseticidas 
convencionais em insetos alvo. Esta estratégia poderia resultar numa diminuição 
nas concentrações necessárias para efetividade do inseticida, o que também 
ajudaria a diminuir a contaminação ambiental e riscos para a saúde humana 
(Lapied et al., 2009). 
Novas tecnologias de acesso a dados genômicos também estão 
contribuindo para revelar os diferentes mecanismos envolvidos na resistência. O 
acesso às seqüências genômicas de diferentes insetos tem permitido investigar 
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a homologia, origem e a organização de características que conferem resistência 
em nível molecular, e também comparar estas características entre vários taxa 
(Denholm et al., 2002; Kaufman et al., 2002). Apesar de existirem pesquisas e 
mesmo a prática de algumas estratégias alternativas de controle da miíase 
primária o método mais usado ainda são inseticidas químicos cuja aplicação 
pode propiciar o desenvolvimento de resistência genética a estes produtos 
(Otranto & Stevens, 2002) 
1.4 Classes de inseticidas 
Antes da década de 40 muitos inseticidas eram baseados em substancias 
inorgânicas tais como arsênico, cobre, enxofre, derivativos de produtos naturais 
como nicotina e piretrina (extraída do crisântemo). Durante a década de 30 
muitas companhias químicas começaram a investigar vários tipos de compostos 
orgânicos sintéticos, sendo o famoso Diclorodifenil Tricloroetano (DDT), um 
organoclorado, um dos primeiros inseticidas a surgir em 1939 (revisão em 
Ceccati, 2004). A partir daí diferentes classes de inseticidas sintéticos passaram 
a ser desenvolvidas. Atualmente no Brasil muitos inseticidas utilizados no 
combate a miíase, conhecidos como mata-bicheiras, apresentam misturas de 
compostos pertencendo a diferentes classes, como por exemplo, misturas de 
organofosforados e piretróides (SINDAN – Compêndio de Produtos Veterinários. 
http://www.cpvs.com.br/cpvs/index.html). Além disso, alguns também 
apresentam na sua formulação compostos, como piperonil butóxido (PBO), que 
atuam como sinergistas, aumentando a eficácia do inseticida. Estes compostos 
chamados de sinergistas são adicionados nas formulações pois inibem a ação 
de enzimas envolvidas no processo de desintoxicação metabólica (Bernard & 
Philogène, 1993). Abaixo estão descritas características de algumas classes de 
inseticidas relacionadas aos mecanismos de resistência abordados neste 
trabalho. 
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1.4.1 Organofosforados 
Desenvolvidos na década de 40, foram os primeiros a substituírem os 
representantes do grupo dos organoclorados, aos quais os insetos já 
apresentavam resistência. Os organofosforados possuem um amplo número de 
produtos agrícolas e sanitários, desde os extremamente tóxicos até aqueles com 
baixa toxicidade, como o temefos. É um grupo químico formado apenas por 
ésteres de ácido fosfórico e outros ácidos à base de fósforo contendo várias 
combinações de carbono, hidrogênio, oxigênio, fósforo, enxofre e nitrogênio. Os 
organofosforados possuem vários grupos segundo sua estrutura, estando entre 
os mais numerosos os fosfatos (diclorvos), fosforotioatos (fenitrotion, temefos) e 
fosforoditioatos (malation, dimetoato). Em relação aos agrotóxicos clorados e 
carbamatos, os organofosforados são mais tóxicos (em termos de toxidade 
aguda), mas se degradam rapidamente e não se acumulam nos tecidos 
gordurosos. São biodegradáveis, sendo, portanto sua persistência curta no solo, 
1 a 3 meses. O principal meio de degradação no ambiente parece ser a hidrólise 
sob condições de alcalinidade. Atua inibindo a ação da enzima colinesterase na 
transmissão dos impulsos nervosos (Kumar, 1984; Storm et al., 2000; Sogorb & 
Vilanova, 2002). 
1.4.2 Carbamatos 
Os primeiros carbamatos foram comercializados por volta de 1950. 
Apresentam um pequeno espectro de atividade inseticida. Grupo químico de 
agrotóxicos compostos por ésteres de ácido metilcarbônico ou dimetilcarbônico. 
Em relação aos pesticidas organoclorados e organofosforados, os carbamatos 
são considerados de toxicidade aguda média, sendo degradados rapidamente e 
não se acumulando nos tecidos gordurosos. Em geral, são compostos instáveis. 
Muitos fatores influenciam a degradação dos carbamatos, como a umidade, 
temperatura, luz, volatilidade. Carbamatos são metabolizados por 
microrganismos, plantas e animais ou degradados na água e no solo, 
especialmente em meio alcalino. Os carbamatos também atuam inibindo a ação 
da colinesterase na transmissão dos impulsos nervosos cerebrais. Muitos 
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desses produtos foram proibidos em diversos países também em virtude de seu 
efeito altamente cancerígeno (Kumar, 1984; Sogorb & Vilanova, 2002). 
1.4.3 Piretróides 
Os piretróides são derivados sintéticos baseados na estrutura química e 
atividade biológica das piretrinas (ésteres ácidos), extraídas das flores de 
crisântemo (Tanacetum cinerariaefolium). Derivados sintéticos foram criados 
devido ao fato das piretrinas serem facilmente degradadas na presença da luz. 
No final da década de 60 foram produzidos compostos sintéticos que eram 
estáveis sob luz e temperatura ambiente, tinham alta atividade inseticida, baixa 
toxicidade a mamíferos e limitada permanência no solo. São os compostos de 
mais rápida ação na interferência da transmissão de impulsos nervosos, atuando 
sobre os canais de sódio. Os piretróides são classificados em tipo I e II de 
acordo com sua estrutura química. Os do tipo II possuem um grupo α-ciano 
ligado ao fenilbenzil ou outro álcool, tornando-os mais tóxicos. Os do grupo I não 
possuem este grupamento químico. Atualmente existem em torno de 1000 
estruturas, com algumas delas muito diferentes da estrutura original das 
piretrinas. Degradam-se por hidrólise e oxidação, sendo caracterizados também 
pela rápida degradação por microrganismos do ambiente, não se registrando 
acumulação de resíduos, ou estes alcançam níveis não detectáveis. Piretróides 
também podem sofrer hidrólise em condições alcalinas, não se acumulam em 
tecidos gordurosos, mas são considerados tóxicos para peixes (Kumar, 1984; 
Sogorb & Vilanova, 2002; Davies et al., 2007). 
1.5 Mecanismos de resistência a inseticidas 
 A evolução de insetos resistentes a inseticidas fornece para biologistas 
evolutivos sistemas modelo para investigar como novas adaptações são 
rapidamente adquiridas (Denholm et al., 2002). O fenótipo de resistência é 
caracterizado pelo fato do inseto sobreviver a uma dose de inseticida que seria 
letal para a maioria dos indivíduos da mesma espécie (Hemingway et al., 2002). 
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DDT foi o primeiro inseticida usado em escala global e os primeiros casos 
de resistência a este inseticida foram registrados em 1946 (Ceccati, 2004). A 
partir deste registro o número de casos de espécies de artrópodes resistentes 
aumentou rapidamente em resposta ao desenvolvimento e uso de novos 
inseticidas, com muitas espécies atualmente resistindo a diferentes classes de 
inseticidas. Atualmente existem mais de 500 espécies de artrópodes resistentes 
a diferentes tipos de inseticidas (Arthropod Pesticide Resistance Database. 
http://www.pesticideresistance.org/).  
 A resistência a inseticidas pode ser causada por um ou mais dos 
seguintes mecanismos: insensibilidade no sítio alvo, aumento na desintoxicação 
ou excreção, diminuição na capacidade de penetração do inseticida ou 
resistência comportamental (Pasteur & Raymond, 1996). Atualmente sabe-se 
que existem três famílias de proteínas que são em grande parte responsáveis 
pelo metabolismo de inseticidas e, consequentemente, envolvidas nos 
mecanismos de resistência: as citocromo P450, carboxilesterases (COEs) e 
glutationa transferases (GSTs). As proteínas destas famílias estão também 
envolvidas na síntese e quebra de um grande número de compostos 
metabólicos endógenos, na proteção contra stress oxidativo, na transmissão de 
sinais nervosos e no transporte de compostos através da célula (Ranson et al., 
2002). Estas famílias possuem enzimas altamente especializadas, que atuam 
em substratos específicos e também com perfis de expressão específicos, assim 
como enzimas generalistas em termos de substratos e perfis de expressão. As 
citocromo P450 têm sido envolvidas no metabolismo de um grande número de 
compostos como piretróides, DDT, organofosforados e toxinas de plantas; as 
carboxilesterases têm sido envolvidas no metabolismo de organofosforados, 
carbamatos e piretróides; e as gutationa transferases no metabolismo de 
organoclorados, piretróides e organofosforados (Li et al., 2007). 
Mecanismos de resistência metabólicos podem ser devido à super-
expressão de uma ou mais enzimas, modificação nas propriedades catalíticas da 
enzima, ou por ambos. Alguns casos de super-expressão de enzimas envolve a 
duplicação de genes (Pasteur & Raymond, 1996). Uma das enzimas relatadas 
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envolvidas no processo de desintoxicação do inseticida é a carboxilesterase E3, 
a qual possui mutações em seu gene causando substituições de aminoácidos 
relacionadas com o desenvolvimento da resistência a inseticidas 
organofosforados (Newcomb et al., 1997a; Campbell et al., 1998). Na Esterase 
E3 de Lucilia cuprina Campbell et al. 1998 encontraram duas substituições de 
aminoácidos, uma na posição 137 (Glycina para Asparagina) e a outra na 
posição 251 (Triptofano para Leucina), associadas com resistência a 
organofosforados (OP), e mais recentemente esta última mutação também tem 
sido associada com a hidrólise de piretróides (Heidari et al., 2005; Devonshire et 
al., 2007). 
A resistência a inseticidas também pode resultar de mudanças em 
proteínas que normalmente se ligam a inseticidas (são o sitio alvo de ação), 
como por exemplo, mutações em acetilcolinesterases (gene AChE, alvo para 
organofosforados e carbamatos) e em canais de sódio (alvo para piretróides e 
DDT), as quais têm sido bem documentada em muitas espécies de insetos 
(Villatte et al., 2000; Soderlund & Knipple, 2003). “Knockdown resistance” (kdr) foi 
primeiramente documentada em Musca domestica, no começo da década de 50 
(Busvine, 1951). O fenótipo de “knockdown resistance” em insetos foi 
posteriormente associado a mutações no gene para subunidade alfa do canal de 
sódio. A enzima acetilcolinesterase (AChE) é o alvo primário da ação de 
inseticidas organofosforados e carbamatos. Entretanto, algumas mutações em 
diferentes pontos desta enzima têm sido associadas ao fenótipo de resistência. 
A localização e a combinação desses diferentes pontos de mutação já foram 
encontrados em muitos alelos onde causaram altos níveis de resistência aos 
seus portadores (Mutero et al., 1994). A ocorrência de mutações idênticas em 
diferentes espécies sugere que um número reduzido de substituições em “genes 
chave” são alvos para seleção da resistência (ffrench-Constant et al., 1998).  
Além dos mecanismos citados anteriormente a resistência também pode 
ser resultante de uma mudança em um único gene regulador e pode causar 
complexas cascatas de expressão de genes não relacionados (Hemingway et 
al., 2002). Múltiplos mecanismos também podem ser selecionados numa 
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espécie, e podem causar resistência a diferentes classes de inseticidas, como 
registrado em populações de Bemisia tabaci do Arizona que desenvolveram 
resistência a todos os inseticidas utilizados no seu controle (Anthony et al., 1998; 
Morin et al., 2002).  
1.5.1 Carboxilesterase E3 
O gene para a enzima carboxilesterase E3 faz parte de um cluster de 
genes carboxilesterase, cerca de 10 genes em Drosophila melanogaster, 
chamados cluster α-esterase (Russel et al., 1996). Embora menos 
caracterizado, o cluster α-esterase também existe no califorídeo Lucilia cuprina
(Newcomb et al., 1996). Mudanças qualitativas e quantitativas em 
carboxilesterases têm sido associadas com resistência a inseticidas 
organofosforados, carbamatos e piretróides em algumas espécies de artrópodes. 
Um dos mecanismos envolve um aumento na atividade de carboxilesterase 
resultante da amplificação de seus genes. Neste tipo de resistência a super-
produção da enzima atua hidrolizando o inseticida, impedindo que o mesmo 
alcance seu sitio alvo de ação (Devonshire & Moores, 1982; Campbell et al., 
1997; Hemingway & Karunaratne, 1998).  
O outro mecanismo envolve mutações estruturais na enzima resultando 
em uma redução na habilidade de hidrolisar ésteres alifáticos, tais como metil 
butirato e naftil acetato, mas confere a habilidade de hidrolisar substratos 
organofosforados (Campbell et al., 1998). Uma das mutações envolvidas neste 
mecanismo é a substituição de glicina para aspartato no resíduo 137 (G137D) 
em Lucilia cuprina, a qual confere à enzima uma maior capacidade de hidrolisar 
principalmente compostos do tipo dietil-organofosforados. A outra mutação na 
posição 251 (W251L), com substituição de um triptofano por uma leucina, 
também em Lucilia cuprina, está associada a altos níveis de resistência a 
dimetil-organofosforados, especialmente malation (Campbell et al., 1998). Em 
alguns estudos mais recentes tem sido verificado que algumas substituições no 
resíduo 251 desta carboxilesterase também podem estar relacionadas à 
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hidrólise de piretróides. Diferentes substituições neste resíduo (L,S,T,G,A) na 
carboxilesterase E3 de Lucilia cuprina foram introduzidas por mutagênese in
vitro e foi verificado que todas as substituições aumentaram a hidrólise de 
piretróides, sendo a substituição para leucina a que apresentou maior efeito 
(Heidari et al., 2005; Devonshire et al., 2007).  
1.5.2 Canal de Sódio 
A proteína canal de sódio é uma proteína transmembrana que consiste de 
quatro domínios homólogos, com cada domínio possuindo seis hélices 
transmembrana e “loops” (intra e extracelulares) ligando as hélices e os domínios 
entre si (Figura 3). Piretróides modificam a função normal do canal de sódio, 
prolongando as correntes de Na+ (para dentro da célula) associadas à 
despolarização da membrana, causando exaustão nervosa e morte do inseto 
(Dong, 2006). Compostos piretróides têm uma alta afinidade pela conformação 
aberta do canal de sódio de insetos, o que provavelmente causa o aumento no 
influxo de íons Na+ para dentro da célula. Piretróides do tipo II são considerados 
mais tóxicos, pois mantêm o canal de sódio numa conformação aberta por mais 
tempo, prolongando o influxo de sódio, comparado com os piretróides do tipo I, 
além de serem mais difíceis de serem hidrolisados por enzimas metabólicas 
(Heidari et al., 2005). Piretróides são frequentemente usados no controle de 
insetos praga para a agricultura e saúde humana. Entretanto, o fenótipo de 
“knockdown resistance” (kdr) limita a efetividade de todos os piretróides 
conhecidos (piretróides do tipo I e II) e DDT, ocasionando sérias conseqüências 
para o uso eficaz destes inseticidas no controle de pragas e pestes (Soderlund & 
Knipple 2003). 
Kdr é um termo genérico para mutações no canal de sódio de insetos 
associadas com resistência a piretróides e DDT. Uma dessas mutações causa a 
substituição de uma leucina por fenilalanina, L1014F, posição baseada na 
sequência de aminoácidos de M. domestica. Esta mutação ocorre no segmento 
transmembrana S6 do domínio dois (Soderlund & Knipple 2003) (Figura 3). A 
mutação kdr L1014F tem sido amplamente registrada em populações resistentes 
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de diferentes espécies de insetos de importância econômica e vetores de 
doenças como: Haematobia irritans (Jamroz et al., 1998), Plutella xylostella
(Schuler et al., 1998), Myzus persicae (Martinez-Torres et al., 1999b), 
Leptinotarsa decemlineata (Lee et al., 1999a), Blatella germanica (Miyazaki et al., 
1996), Anopheles gambiae (Martinez-Torres et al., 1998) e Culex pipiens
(Martinez-Torres et al., 1999a). Este ponto de mutação não faz parte de um 
domínio de ligação do inseticida, mas mutações neste ponto são responsáveis 
por uma mudança conformacional na proteína que afeta sua cinética e por 
conseqüência afeta a ligação e ação do inseticida (Davies et al., 2007). 
No gene para canal de sódio ocorre uma segunda mutação, também no 
domínio II da proteina, chamada super kdr, sendo que para esta há menos 
registros (Figura 3). A mutação super kdr é relatada somente em linhagens 
altamente resistentes de M. domestica (Williamson et al., 1996), H. irritans
(Guerrero et al., 1997), Myzus persicae (Anstead et al., 2007) e Bemisia tabaci
(Morin et al., 2002). Nas três primeiras espécies, indivíduos portadores da 
mutação kdr (L1014F) e super kdr (M918T) apresentam níveis muito maiores de 
resistência à piretróides do que aqueles que apresentam somente a mutação 
kdr. Isto ocorre não por efeito aditivo ou sinergismo, mas sim ao fato da mutação 
super kdr providenciar um nível de resistência que se sobrepõe ao efeito 
causado pela kdr, provavelmente devido ao fato deste ponto fazer parte de um 
sitio de ligação para o inseticida (Davies et al., 2007). Em M. domestica, H. 
irritans e M. persicae a mutação super kdr sozinha nunca foi encontrada, ou 
seja, sua ocorrência sempre está associada à presença da mutação kdr. Nestas 
espécies a mutação super kdr envolve a substituição de uma metionina por 
treonina (M918T), e em B. tabaci a substituição é de uma metionina para valina 
(M918V), sendo que nesta última espécie a presença desta mutação não é 
descrita em associação com outra.  
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1.5.3 Acetilcolinesterase 
  A enzima acetilcolinesterase (AChE; EC number 3.1.1.7) é altamente 
conservada em muitos organismos pois ela atua na transmissão do impulso 
nervoso através da hidrólise do neurotransmissor acetilcolina (Toutant, 1989). O 
número de genes codificantes para AChE varia entre organismos, desde um 
gene, como ocorre em platelmintos (Bentley et al., 2003) e algumas espécies de 
dípteros (Huchard et al., 2006), até quatro genes em nematódeos (Grauso et al., 
1998). Em algumas espécies de diferentes grupos de artrópodes (como Diptera, 
Hemiptera, Himenoptera, Lepidoptera e Acari) dois genes têm sido identificados, 
os genes ace-1 e ace-2. No genoma de Anopheles gambiae existem os dois 
genes ace, sendo que ace-1 codifica a principal enzima que atua na hidrólise da 
acetilcolina, e o ace-2 cuja função ainda não é conhecida nestes artrópodes. 
Entretanto, em membros do grupo Cyclorrhapha, conhecido como grupo das 
“moscas-verdadeiras”, como Drosophila melanogaster, Bactrocera oleae, Musca 
domestica e Lucilia cuprina, somente um gene, o gene ace-2, tem sido 
encontrado (Huchard et al., 2006). Uma análise filogenética destes genes sugere 
que eles divergiram antes da diversificação do filo Arthropoda, e a presença de 
um único gene em Cyclorrhapha foi o resultado de uma perda secundária neste 
grupo. Portanto, dentro de Diptera tanto o gene ace-1 (em mosquitos) como ace-
2 (em moscas) codificam a enzima acetilcolinesterase que atua na transmissão 
Figura 3. Estrutura da proteína canal de sódio mostrando os quatro domínios 
com as hélices transmembrana e os “loops”, e a localização das mutações 
kdr e super kdr. Figura retirada do trabalho de Martinez-Torres et al., 1997. 
kdr
Super kdr
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sináptica, implicando que o gene ace-2 assumiu a função de ace-1 durante a 
evolução (Huchard et al., 2006). 
A enzima acetilcolinesterase é o alvo da ação de inseticidas do tipo 
organofosforados e carbamatos que podem inibir sua atividade através da 
fosforilação ou carbamilação do grupo hidroxila da serina catalítica, um dos 
membros da tríade catalítica, presentes no sítio ativo desta enzima (Fournier & 
Mutero 1994). Porém, mutações no respectivo gene, resultando na produção de 
uma enzima alterada, têm sido registradas como um importante mecanismo de 
resistência a organofosforados e carbamatos em espécies de insetos de 
importância econômica ou para saúde humana. Algumas destas espécies são: 
Haematobia irritans, Leptinotarsa decemlineata, Bactrocera oleae, Culex pipiens
e Musca domestica (revisão em Menozzi et al., 2004). Tanto em Drosophila 
melanogaster como em Lucilia cuprina a combinação de diferentes pontos de 
mutação conferiu altos níveis de resistência a um espectro maior de compostos, 
do que mutações isoladas. Em Lucilia cuprina, o triplo mutante 
(I199V+G303A+F368Y) conferiu um nível de resistência de 34.6 vezes a 
paraoxon (um OP), e de 14.6 vezes a malaoxon (um OP), quando comparado 
com a proteína selvagem (Chen et al., 2001). Em Drosophila melanogaster e 
Aedes aegypti, os mesmos pontos de mutação combinados, também causaram 




 Tendo em vista o hábito de parasitismo em animais domésticos por C. 
hominivorax, assumindo o status de praga devido aos prejuízos para a pecuária, 
é pertinente ressaltar algumas informações sobre a produção agropecuária no 
Brasil. O Brasil tem cerca de 190 milhões de cabeças de rebanho bovino e 16 
milhões de ovinos, em contínuo crescimento, e a bovinocultura de corte 
representa a maior fatia do agronegócio brasileiro, gerando faturamento de mais 
de R$ 50 bilhões/ano. O rebanho bovino brasileiro é o maior rebanho comercial 
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do mundo, superando o indiano e o chinês. Em 2008 o Brasil liderou o ranking 
dos maiores exportadores de carne bovina no mundo, somando o volume de 2,2 
milhões de toneladas e receita cambial de US$ 5,3 bilhões. Estes valores 
representaram uma participação de 28% do comércio internacional, exportando 
para mais de 170 paises (Fontes: IBGE. www.ibge.gov.br/home/; ABIEC. 
www.abiec.com.br). Há uma estimativa de perda para o Brasil, embora não 
atualizada, de 150 milhões de dólares/ano em decorrência de miíases em 
bovinos, principalmente por diminuição de peso, depreciação do couro e 
tratamento dos animais (Grisi et al., 2002). 
2. OBJETIVOS 
Considerando a importância médico-veterinária e econômica que Cochliomyia
hominivorax representa para a pecuária, o presente trabalho tem como objetivo 
investigar os possíveis mecanismos de resistência que podem estar sendo 
selecionados nas populações de sua atual distribuição geográfica, as quais 
apresentam diferentes históricos de uso de inseticidas. Este trabalho visa 
contribuir com informações que poderão ser utilizadas nos programas de 
controle deste ectoparasita, possibilitando a detecção e conseqüente 
monitoramento da resistência. Estas informações também poderão contribuir 
para um melhor entendimento dos mecanismos de resistência em outros insetos 
considerados pragas ou pestes. 
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Abstract 
BACKGROUND: Cochliomyia hominivorax (Coquerel) is one of the most 
important myiasis-causing flies in the Neotropics, however little is known about 
insecticide resistance in this species. Based on previous studies, G137D 
mutation frequency in carboxylesterase E3 gene, associated with 
organophosphate (OP) resistance, was analyzed throughout its geographical 
distribution. Besides, the acetylcholinesterase (AChE) gene, target site of OP 
insecticides, was characterized in order to investigate the frequency of mutations 
(I298V, G401A, F466Y) also involved in resistance. A putative model for the 
AChE three-dimensional structure and possible alterations caused by resistance 
mutations are discussed.  
RESULTS: A high frequency of E3 mutants (G137D) was found in some localities 
in Brazil and Uruguay. In Cuba, Venezuela and Colombia no G137D mutant was 
found, a finding that may be related to the insecticides used for C. hominivorax
control or non existence of mutant allele in these localities. In contrast with the 
high frequency of E3 mutants in some localities, only 2/135 AChE mutant 
individuals (F466Y) were found from field samples. 
CONCLUSION: These results indicate that mutations in the E3 gene may be one 
of the main resistance mechanisms selected in this livestock ectoparasite. 
Keywords: Cochliomyia hominivorax, acetylcholinesterase, carboxylesterase E3, 
insecticide resistance. 
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1. INTRODUCTION 
The New World screwworm (NWS) Cochliomyia hominivorax is one of the 
most important myiasis-causing flies in the Neotropics. These flies are important 
ectoparasites, characterized by the ability of their larvae to develop in the flesh of 
vertebrates. Infestations by these flies may cause severe economic losses, 
especially due to mortality in new born calves, reduced milk production, losses in 
weight and fertility and poor hide quality.1    
 Although the Sterile Insect Technique (SIT) was successful for NWS 
eradication in North and Central America2, this fly has been controlled mainly by 
applying insecticides throughout its current geographical distribution. The 
intensive use of insecticides has led to the selection of resistant individuals in 
many species. The main resistance mechanisms developed by insects are the 
modification of the insecticide target protein and alteration in the levels or 
activities of detoxification proteins.3       
 The organophosphate-based compounds, the main insecticides used for 
NWS control, have the acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) enzyme as the 
primary target site of action. They phosphorylate or carbamylate the active site 
serine to block the hydrolysis of acetylcholine, leading to the death of the insect.4
Point mutations in the AChE gene, resulting in an altered enzyme, have been 
described for resistant strains of different insect species, such as Drosophila 
melanogaster,5 Musca domestica,6 Bactrocera oleae7 and Haematobia irritans,8
and frequently involve changes in the enzyme rendering it less sensitive to 
insecticides. Most of these mutations are conserved in these species and 
combinations of several point mutations in this enzyme have already been found 
in several alleles, where they induced higher levels of resistance.5    
 Although insecticide pressure has been applied intensively for decades for 
NWS control, little is known about the mechanisms and genes associated with 
insecticide resistance in this fly. Based on previous studies in the sheep blowfly, 
Lucilia cuprina (Calliphoridae), a recent investigation in NWS reported two 
mutations in the carboxylesterase E3 gene that may be responsible for the 
acquisition of OP hydrolase activity.9 Considering the intensive and wide use of 
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OP insecticide for NWS control, the frequency of G137D mutation in the E3 
(metabolic mechanism) gene was analyzed throughout its current geographic 
distribution. In addition, the entire coding region of AChE (target site) gene was 
characterized and the frequency of substitutions in this gene, involved in OP 
resistance, also was investigated at the same populations. 
2. MATERIALS AND METHODS 
2.1 Samples and DNA/RNA extraction 
Cochliomyia  hominivorax larvae samples were collected between 2003 
and 2006 in natural populations from several regions throughout Brazil 
(Caiapônia/Goiás, Estiva/Minas Gerais, Santa Maria das Barreiras/Pará, 
Carambeí/Paraná and Pinheiro Machado/Rio Grande do Sul), Venezuela 
(Encontrados), Uruguay (Bañado de Medina), Colombia (Turbo), Cuba (Ciego de 
Ávila) and from the ARS-USDA Laboratory, in Fargo (North Dakota, USA). The 
Fargo strains used were Cañas (Cañas, Costa Rica), OW87 (Orange Walk, 
Belize), FC96 (Chiapas, México), V81 (Vera Cruz, México) and Jam3b 
(Jamaica). These Fargo strains, which were field sampled in the 1980’s, were 
obtained from the USDA Laboratory in 1993. Ten individuals from each locality 
(one per wound) were used in order to analyze the frequency of E3 mutants, 
whereas for the AChE gene, 15 individuals from each locality were analyzed 
(from at least 10 wounds).         
 DNA from larvae was extracted using the phenol-chloroform method,10 to 
perform the frequency analyses of mutations in the E3 and AChE genes. To 
AChE characterization, total RNAs were extracted from a pool of five fresh 
C. hominivorax larvae using Trizol (Invitrogen) and the cDNA was synthesized 
using the SMART cDNA PCR synthesis kit (Clontech Laboratories), according to 
the manufacturer’s instructions. 
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2.2 PCR-RFLP of E3 gene  
The amplification conditions of the fragment of E3 gene containing the 
position of G137D substitution, related to OP resistance, were used according to 
Carvalho et al., 2006.9 The mutation was identified by cleaving the PCR products 
with the endonuclease Tsp45 I (New England BioLabs), according to 
manufacturer’s instructions. 
2.3 Characterization of entire AChE cDNA 
The primers used for the amplification of the entire AChE coding region, 
Ache5 (5’ CGTCTACTATTATGGCTCG 3’), Ache3 (5’ 
TTGAAAAATGCATGTGACC 3’), Achef2 (5’ CGATCCTGATCATTTAATCC 3’) and 
Acher2 (5’ CCTCATCCTTGACATTTCC 3’) (Fig. 1) were designed based on the 
L. cuprina acetylcholinesterase nucleotide sequence.11 The complete sequence 
was obtained through the amplification of two fragments using the Ache5/Acher2 
and Achef2/Ache3 primer combinations. The 50µl PCR mix contained 
approximately 100ηg of double strand cDNA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM 
KCl, 1 unit of Taq polymerase (Invitrogen), 70 µM of each dNTP, 3.5 mM MgCl2, 
0.5mg/ml BSA and 0.5 µM of each primer. The PCRs were carried out in a 
Perkin-Elmer 9600 Thermal Cycler. After an initial denaturing step of 3 min at 
96°C, 35 cycles were performed, each one consisting of 1 min at 95°C, 1 min at 
52°C and 2 min at 72°C, with a final step of 10 min at 72°C to fully extend all 
amplicons. 
2.4 Amplification of AChE gene fragments for frequency analysis of 
mutations 
Based on the AChE sequence obtained, a new pair of C. hominivorax-
specific primers, Achef3 (5’ AATCCCCAATCGGTTATG 3’) and Acher3 (5’ 
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TTGCAATCATTTATCAAAGC 3’) were designed (Fig. 1) in order to analyze the 
occurrence of point mutations associated with OP resistance and to avoid the 
amplification of one intron. The conditions obtained for the new combinations of 
primers, Achef2/Acher3 and Achef3/Acher2, in a reaction mix of 50µl were: 25-
100ηg of genomic DNA, 2.5 mM MgCl2, 2 unit of Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen), 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 100µM each dNTP, 0.5mg/ml 
of BSA and 0.25 µM of each primer. The PCR was performed in a PTC 200 MJ 
Research thermal cycler. After an initial denaturing step of 2 min at 94ºC, 35 
cycles were performed, each one consisting of 50 seconds at 94ºC, 50 seconds 
at 53ºC and 50 seconds at 72ºC, with a final extension step of 20 min at 72ºC.
Figure 1. Schematic view of AChE cDNA from Cochliomyia hominivorax showing the mutation 
positions (I298V, G401A, F466Y), associated with organophosphate resistance, and the 
hybridization position of primers.
2.5 Cloning and Sequencing 
The PCR products used in frequency analysis of mutations in the AChE 
gene were purified using the QIAquick PCR purification Kit (Qiagen) and 
directly sequenced. The nucleotide sequence with a double peak in 
chromatogram to frequency analysis and the fragments obtained in AChE cDNA 
amplification were cloned into the pGEM-T plasmid vector (Promega) and 
sequenced (six for AChE frequency analysis and three for each fragment for 
AChE characterization).12 Sequencing was performed with the Big DyeTM
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Terminator Cycle Sequencing Ready Kit, version 3.0 (ABI PrismTM, Perkin Elmer) 
and an ABI 3700 Applied Biosystems Model automated DNA sequencer. The 
nucleotide sequences of NWS were submitted to BLASTN13 to search for 
similarities, and sequence alignments were carried out using ClustalX.14  
2.6 Bioinformatic analyses 
The prediction of signal peptide was performed using Signal P v.3.0.15 The 
deduced AChE amino acid sequence (wild and mutant) was modeled using the 
default settings and parameters of the two automated homology modeling 
programs, Swiss Model server16 and Modeller server.17 The three-dimensional 
structure of D. melanogaster18 (Protein Data Bank accession number 1qo9) was 
used as template. The mutations were introduced manually in the sequence and 
the structures modeled were viewed and analyzed using the web-based program 
BlueStar STING.19 The root mean square deviation (RMSD) between the 
matched structures of D. melanogaster and C. hominivorax was calculated using 
the Combinatorial Extension (CE) Method,20 using default settings. 
3. RESULTS 
3.1 Frequency of E3 mutants 
The PCR product corresponds to an amplified DNA fragment of 536 bp 
(data not shown) of E3 gene, which contains the amino acid position (G137) 
responsible for conferring OP resistance.21 PCR-RFLP permitted identify a high 
frequency of mutant individuals (G137D) in Uruguay and in almost all Brazilian 
States analyzed, with the exception of Pará (Table 1). However in Cuba, 
Venezuela, Colombia and strains from Laboratory of ARS-USDA in Fargo (North 
Dakota, USA) no G137D mutant was found.  
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Table 1. Genotypes and mutant allele frequency for the G137D mutation, from 
Cochliomyia hominivorax populations. 




  MM WW MW  
Pinheiro Machado (Brazil) 31º 34S/ 53º 23W 3 2 5 55
Carambeí (Brazil) 24° 55S/ 50°05W 5 0 5 75 
Estiva (Brazil) 22° 27S/46° 01W 4 4 2 50 
Caiapônia (Brazil) 16° 57S/51° 48W 4 2 4 60 
Santa Maria das Barreiras (Brazil) 08º 52S/49º 42W 1 7 2 20 
Bañados de Medina (Uruguay) 32° 23S/54° 21W 5 0 5 75 
Encontrados (Venezuela) 09° 03N/72° 14W 0 10 0 0 
Turbo (Colômbia) 8° 05N/76° 43W 0 10 0 0 
Ciego de Ávila (Cuba) 21° 50N/78° 46W 0 10 0 0 
MM:  mutant homozygote; WW:  wild homozygote; MW:  heterozygote; Lat/Long: Latitude/Longitude 
3.2 Characterization of AChE sequence 
Besides E3 mutant frequency, the OP target site (AChE) was 
characterized in order to investigate other mutations involved in resistance. The 
nucleotide sequence of NWS AChE showed 11 non-synonymous substitutions 
among the clones sequenced. Three differences were localized in the signal 
peptide (N-terminal) and one in the C-terminal region, which are cleaved of 
protein, and seven substitutions in the mature protein not described yet to be 
involved in insecticide resistance. Due to non existence of a NWS susceptible 
strain to be compared with the field samples this work investigated only the 
conserved sites characterized for conferring OP resistance in other species. 
Analyses of protein were performed in a consensus sequence obtained from 
three clones of each part of the gene (two fragments were amplified to obtain the 
complete coding region).         
 The sequence for cDNA ORF of NWS AChE is comprised of 2250 
nucleotides (GenBank accession number FJ830868), which presents significant 
nucleotide identity (88%) with the AChE of L. cuprina. The deduced amino acid 
sequence of NWS AChE was compared to the AChE amino acid sequences from 
other fly species, showing a high identity with: L. cuprina (93%), H. irritans (90%), 
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M. domestica (90%) and D. melanogaster (88%) (Fig. 2). The W222 residue 
(position according to sequence of C. hominivorax), the main component of the 
choline binding site, is conserved among the species. The predicted members of 
the catalytic triad correspond to residues in the positions Serine374, 
Glutamate503 and Histidine616 (S200, E327, H440 in Torpedo californica22). 
 The highly divergent regions between the AChE sequences are the signal 
peptide (N-terminal), cleaved from the mature protein during secretion,23 and the 
C-terminal region, replaced by a glycolipid anchor (GPI-anchor) during post-
translation modifications.24 Despite of divergence in these regions (Fig. 2), the 
primers designed based on L. cuprina sequence worked to NWS. Based on the 
alignment and description of the signal peptide for other species,11,25,26 the 
potential signal peptide in NWS has a length of 139 amino acids and is serine-
rich (34.53% in C. hominivorax). The GPI Prediction Server, version 3.0,27
indicated the S721 residue as a potential GPI modification site in the C-terminal 
region. 
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Figure 2. Multiple sequence alignment of AChE protein sequences for C. hominivorax, L. cuprina 
(AAC02779), H. irritans (AAS45645), M. domestica (CAC39209) and D. melanogaster
(NP_476953). Positions of the three disulfide bond linkages are indicated by numbers above 
participating cysteine pairs. The members of the catalytic triad (S374, E503, H616) are indicated 
by arrows, the sites characterized for conferring insecticide resistance (I298, G401, F466) are 
indicated by stars and the main component of choline binding site (W222) is indicated by a circle. 
The N- and C-terminal sequences, which are cleaved of protein, are shaded. 
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3.3 Frequency of AChE mutants 
In several D. melanogaster resistant strains the presence of four point 
mutations were detected in the AChE gene. The G265A mutation and the triple 
mutant I161V/G265A/F330Y were the most frequent.4 These three point 
mutations, also analyzed by in vitro site-directed mutagenesis in L. cuprina AChE 
cause, singly and in combination, considerable insensitivity levels to OP.11 Based 
on these findings, these point mutations were investigated in natural populations 
and in the modeling of protein.        
 The amplifications using the combinations of primers Achef2/Acher3 and 
Achef3/Acher2 (Fig. 1) produced fragments of 500bp and 206bp, respectively 
(data not shown), which contain the point mutations associated with insecticide 
resistance described in resistant strains of D. melanogaster and M. domestica.5,6 
These point mutations correspond to the I298V, G401A and F466Y positions in 
the NWS sequence. For these points, no mutant individuals were found in most 
of the populations analyzed. Only two F466Y mutant individuals were found in 
Pinheiro Machado (RS, Brazil), one homozygote and one heterozygote. However 
these individuals may be sibling samples, since they were obtained from the 
same wound. 
3.4 Molecular Modeling 
The aim of this in silico analysis was to compare the interactions 
established by the catalytic triad, in the wild and mutant protein, and possible 
alterations in the protein structure caused by resistance mutations. This type of 
analysis may contribute to understand the molecular mechanism associated with 
these alterations. For this, a three-dimensional structure of wild and mutant 
AChE was modeled. The three mutations investigated were introduced in the 
protein sequence for this analyis, although only the F466Y mutation was found in 
the field. According to the analysis of the Ramachandran plot, the structures 
modeled using the Modeller program presented a better quality. Based on this 
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model, the analyses of root mean square deviation (RMSD) value between the α-
carbons of the matched structures is 0.7Å, indicating high similarity among the 
template and the modeled structures. The catalytic triad residues (S374, E503, 
H616) establish different types of interactions among themselves. In the wild 
protein, the residues S374 and E503 establish contact with H616 through one 
hydrophobic and three attractive charge interactions, respectively. However, in 
the mutant protein the contact between S374 and H616 is lost and, interestingly, 
the S374 establishes two hydrophobic interactions with the point mutation A401 
(alanine), associated with insecticide resistance (Fig. 3A). F466Y mutation found 
in the field establishes a new hydrophobic interaction (Fig. 3B).  
Figure 3. (A) Schematic view to show the internal contacts established by residues of the 
catalytic triad and (B) by resistance mutation found in the field, in the wild and mutant AChE 
protein. The traces indicate a hydrophobic interaction and dotted lines indicate a charge attractive 
interaction.The number de traces or dotted lines indicate the number of interactions established.  
The residues in bold face indicate new interactions established in the mutant protein.
4. DISCUSSION 
Based on intense and wide use of OP insecticides for NWS control, two of 
the main mechanisms associated with OP resistance, alteration in the target site 
(AChE) and in a metabolic enzyme (E3), were investigated. In a previous study, 
a fragment of the carboxylesterase E3 gene of C. hominivorax was sequenced 
and the G137D mutation, responsible for conferring organophosphate resistance 
Catalytic triad 
  Wild protein                    Mutant protein  
Resistance mutation found in the field 
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in L. cuprina, was found.9 The high conservation of mutations in these genes 
suggests that the same resistance mechanisms could have evolved in 
C. hominivorax.          
 The survey of geographical distribution of mutations in these genes in C. 
hominivorax revealed only a high frequency of mutants for G137D in the E3 gene 
in some Brazilian populations and Uruguay (Table 1). Considered as a general 
form of OP resistance, the G137D mutation has been found in all Brazilian 
regions analyzed, where OP insecticides have been used intensively for NWS
control. The low frequency in Pará (Brazil) could be related to the recent livestock 
activity in this region, whereas the lack of mutants in Colombia, Venezuela and 
Cuba may be related to either absence of mutant allele (D137) in these 
populations or the low insecticide pressure. The samples from Fargo in the USA, 
a field sampled in the 1980’s and maintained without insecticides for many years, 
did not present the mutation.         
 A recent investigation of the W251S mutation in the NWS E3 gene, also 
involved with insecticide resistance, showed considerable mutant individuals 
frequency in the most of Brazilian populations. In this study, high mutant 
individuals frequency was found in Venezuela, Colombia, Paraguay and 
Uruguay.28 In addition to the selection by dimethyl OP, this mutation could be 
undergoing selection by the use of pyrethroid insecticides, since this mutation 
has also been associated with pyrethroid hydrolysis,29 and at least for the Brazil 
and Uruguay pyrethroid insecticides have been used to control this species. 
 Some insect species of the Orthorrapha group present more than one 
AChE gene, denominated Ace1 and Ace2. However, no species of Cyclorrapha 
group (“true flies”) analyzed, including D. melanogaster and L. cuprina, presented 
the Ace1 gene.30 The existence of another ace gene was not investigated in 
C. hominivorax. However, the high similarities found between this AChE and the 
other dipteran AChEs suggest that this gene is an ortholog of the AChEs of D. 
melanogaster, M. domestica, H. irritans and L. cuprina and, therefore, a member 
of the Ace2 group.31         
 Only two C. hominivorax individuals presented a mutated AChE allele 
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(F466Y). This mutation reduces the size of the acyl pocket and decreases the 
activity and stability of protein,32 which may be due to the new hydrophobic 
interaction established by mutant residue, verified in the in silico analysis (Fig. 
3B). The low frequency of AChE mutants is curious since there is a high OP 
pressure in this species. As in L. cuprina, the mutant forms of NWS E3, rather 
than AChE variants, may confer OP resistance in this species. This observation 
could be explained in NWS by the fact that E3 may possess a higher affinity for 
OPs than the AChE target site itself, which may serve to protect AChE. 33,34  
 Despite G401A mutation in AChE gene was not found, this site is 
positioned behind the catalytic S374, and change to alanine would increase the 
activity of the enzyme, probably by modifying the orientation of S374, resulting in 
an improved efficiency of synapse cleaning.32 The two hydrophobic interactions 
established between the mutated residue A401 and S374 may be related to this 
changed orientation of S374 (Fig. 3A).  
Although the level of resistance is unknown in this species, resistance 
detection efforts should be initiated when resistance is still rare, thus providing an 
early warning or some indication of the genetic potential for resistance to occur35. 
The present report, demonstrating the high frequency of E3 mutants in 
C. hominivorax, indicates that this may be one of the main resistance 
mechanisms selected in this species. Further studies are underway to investigate 
other possible resistance mechanisms, such as the over-expression of metabolic 
enzymes monooxygenases, carboxylesterases and glutathione S-transferases, in 
order to contribute to possible control plans.The present report, demonstrating 
the high frequency of E3 mutants in C. hominivorax, indicates that this may be 
one of the main resistance mechanisms selected in this species. Further studies 
are underway to investigate other possible resistance mechanisms, such as the 
over-expression of metabolic enzymes monooxygenases, carboxylesterases and 
glutathione S-transferases, in order to contribute to possible control plans. 
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5. DISCUSSÃO 
A adaptação de populações de diferentes espécies de artrópodes ao uso 
de pesticidas tem evoluído via substituição de alelos selvagens por alelos que 
conferem resistência a estes pesticidas através de uma forte seleção direcional. 
Entretanto, alguns mecanismos selecionados apresentam um custo no valor 
adaptativo do indivíduo. Este custo no valor adaptativo relacionado com 
mecanismos de resistência a pesticidas exerce uma grande influência na 
distribuição de alelos de resistência devido ao seu impacto na adaptação relativa 
de seus portadores. Todas as alterações que podem causar altos ou baixos 
níveis de resistência são selecionadas conforme a pressão de seleção, pelos 
inseticidas, e pelo possível custo no valor adaptativo que elas podem causar aos 
seus portadores (Pasteur & Raymond, 1996). Efeitos pleiotrópicos deletérios têm 
sido registrados como afetando a reprodução, desenvolvimento ou 
comportamento em diferentes espécies de insetos. Seleção contra alelos que 
causam resistência tem sido verificada em populações do campo através de 
uma diminuição nas freqüências dos alelos resistentes na ausência do pesticida 
(Mckenzie & Batterham, 1994; Boivin et al., 2003). A herança da resistência 
pode variar de recessiva a completamente dominante, mas é frequentemente 
semi-dominante. A base genética da resistência depende da variação genética 
existente nas populações e de como ocorre a seleção de fenótipos resistentes 
pela pressão dos inseticidas (Mckenzie, 2000). 
No afídeo Myzus persicae (Hemíptera; Aphididae) a presença da mutação 
kdr (L1014F) no canal de sódio está associada a uma diminuição na resposta a 
um feromônio de alarme, tornando-os mais suscetíveis a predação ou 
parasitismo. As mutações L1014F e M918V além de diminuírem a sensibilidade 
do canal de sódio à ação de alguns inseticidas também alteram as propriedades 
de abertura e fechamento do canal. Esta alteração causa uma elevação no 
potencial de ação que, in vivo, poderia causar mudanças na forma com que 
indivíduos mutantes respondem a estímulos externos (Foster et al., 2003). Em 
Heliothis virescens (Lepidoptera; Noctuidae) a mutação kdr (L1014H) também 
está associada a um custo no valor adaptativo na ausência de inseticidas 
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piretróides devido a alterações causadas na atividade neural (Lee et al., 1999b). 
Linhagens resistentes do mosquito Culex quinquefasciatus também 
apresentaram efeitos deletérios associados com a mutação kdr (L1014F) e com 
uma mutação na enzima acetilcolinesterase (AChE) em um ambiente livre de 
inseticidas (Berticat et al., 2008).  
A ausência da mutação kdr nas populações de C. hominivorax que foram 
investigadas pode estar relacionada a uma seleção contra os portadores desta 
mutação, devido aos efeitos deletérios que ela pode causar. É provável que a 
seleção desta variante nas diferentes espécies ocorra quando estas estejam 
expostas a uma forte pressão seletiva por piretróides. Em mosquitos a presença 
desta mutação, com alta freqüência em algumas populações, também é devida 
ao prévio uso do inseticida DDT, que também tem como alvo de ação os canais 
de sódio. O uso de DDT e posteriormente de piretróides durante décadas e em 
altas concentrações favoreceu a seleção desta mutação em mosquitos, apesar 
do possível custo no valor adaptativo que ela possa causar em seus portadores 
(revisão em Ranson et al., 2000; Hemingway et al., 2004) O uso de inseticidas 
piretróides para controle de C. hominivorax, pelo menos em populações 
brasileiras, têm sido usados em misturas com organofosforados. A pressão 
seletiva pode não ter sido suficiente, até o momento, para selecionar tal variante. 
Entretanto, também não pode ser descartada a possibilidade de que nas 
populações de C. hominivorax investigadas não há a variante 1014F no canal de 
sódio para ser selecionada, ou ainda, a existência de uma outra mutação nesta 
proteína que possa estar relacionada à resistência.  
Uma abordagem comumente utilizada para verificar a associação de 
substituições de aminoácidos em proteínas alvo de inseticidas com a resistência 
é a comparação entre uma linhagem “suscetível” e amostras que apresentam 
resistência. Uma dificuldade enfrentada por este e outros trabalhos que venham 
a ser feitos sobre resistência a inseticidas em C. hominivorax é a obtenção de 
uma linhagem que possa ser usada como “suscetível”, seja para inseticidas 
organofosforados ou para piretróides. Essa dificuldade reside no fato de não 
haver a manutenção de uma linhagem que não tenha contato com inseticidas 
                              
                                                  
72
                                                                                                                                       
      
por muitas gerações. Tal linhagem poderia ser usada como referência para 
comparar as diferenças de aminoácidos de proteínas alvo entre esta linhagem e 
outras populações do campo que estão sob pressão dos inseticidas, e dessa 
forma identificar novos pontos de mutação nesta espécie que possam estar 
relacionados à resistência.  
Além da mutação L1014F alguns indivíduos (20) de C. hominivorax
também foram analisados com relação à ocorrência da mutação super kdr 
(M918T), e nenhum mutante para este resíduo foi encontrado (dados não 
publicados). Na ausência da mutação kdr (L1014F) não era esperado que 
fossem encontrados indivíduos portadores da mutação super kdr pois, nas 
espécies onde já foi descrita, sua ocorrência estava sempre associada com a 
presença da mutação kdr. É sugerido que de alguma forma a presença da 
mutação kdr compensa o déficit funcional causado pela mutação super kdr 
(Soderlund & Knipple, 2003). Partindo-se dessa premissa de associação a 
presença da mutação super kdr seria mais amplamente investigada nas 
populações caso fossem encontrados indivíduos portadores da kdr.  
Com relação às mutações investigadas na carboxilesterase E3, nestas 
mesmas populações, que apresentam diferentes históricos de uso de inseticidas 
organofosforados e piretróides, a mutação W251S, relacionada com resistência 
principalmente a dimetil-OP e recentemente com piretróides, foi amplamente 
encontrada. Uma alta freqüência alélica desta mutação foi encontrada nas 
amostras da Venezuela (100%) e Colômbia (93.75%). Em algumas populações 
amostradas, apesar da freqüência do alelo mutante ser relativamente baixa, o 
número de indivíduos portadores de pelo menos um alelo mutante é alto, 
proporcional a amostra de indivíduos analisados (de 15 a 17) (Figura 1). Na 
população de Estiva (MG, Brasil), por exemplo, foram encontrados 11 indivíduos 
mutantes, e em Santa Maria das Barreiras (PA, Brasil), Carambeí (PR, Brasil) e 
Ybytymi (Paraguai) 12 indivíduos em cada localidade (Tabela 1, Artigo 1, página 
43). Os resultados demonstram que esta mutação está amplamente distribuída 
nas populações ao longo da atual distribuição geográfica de C. hominivorax, e a 
alta freqüência de indivíduos mutantes em algumas populações brasileiras 
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provavelmente está relacionada com o intensivo uso de inseticidas a base de 
dimetil-OP, compostos muito comuns nos mata-bicheiras utilizados no Brasil 
(Anexo 1, página 101). O uso cada vez maior de piretróides nestes compostos 
também deve estar contribuindo para a seleção de indivíduos portadores desta 
mutação na carboxilesterase E3 (Anexo 2, página 101). Para maiores 
informações sobre a obtenção das amostras das populações geográficas 
analisadas nesta tese encontra-se no Anexo 2, página 102. 
Figura 1. Mapa com a freqüência genotípica dos indivíduos de C. hominivorax nas 
populações analisadas para a presença da mutação W251S. 
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A mutação G137D está relacionada com resistência a organofosforados 
em geral, mas principalmente a dietil-OP. A presença desta mutação foi 
investigada nas mesmas populações onde foi realizada a análise da mutação 
W251S (Artigo 1), e igualmente foi encontrado um alto número de indivíduos 
portadores de pelo menos um alelo mutado na maioria das populações 
brasileiras e no Uruguai (Figura 2). Uma exceção foi a população de Santa Maria 
das Barreiras (PA) onde foram encontrados somente dois indivíduos 
heterozigotos e um homozigoto mutante.      
 As linhagens analisadas provenientes de Fargo (Dakota do Norte, USA) 
não apresentaram tanto a mutação W251S como a G137D na carboxilesterase 
E3, as quais poderiam não existir nas populações que deram origem a estas 
linhagens (Costa Rica, Belize, Jamaica, Chiapas e Vera Cruz no México). Estas 
linhagens foram coletadas no campo na década de 80 e mantidas durante 
muitos anos no laboratório sem contato com inseticidas. Se tais variantes 
mutantes existiam nas populações de origem destas linhagens as mesmas 
podem ter sido perdidas por deriva. Uma outra possibilidade é, se estes alelos 
mutantes causam alto custo no valor adaptativo de C. hominivorax, a seleção, 
na ausência de pressão seletiva pelos inseticidas, pode ter levado ao 
desaparecimento de tais alelos.  
Nas populações de Cuba, Colômbia e Venezuela não foram encontrados 
indivíduos mutantes para G137D (Figura 2), o que também pode estar 
relacionado à inexistência dessa variante nessas populações ou ao tipo de 
inseticida mais comumente usado. É provável que pelo menos na Colômbia e 
Venezuela predomine o uso de piretróides e dimetil-OPs, visto que foi nestas 
populações onde foram encontradas as maiores freqüências da mutação 
W251S, associada com resistência a estes compostos. Em Cuba, onde foram 
encontrados apenas cinco indivíduos heterozigotos para W251S, o inseticida 
lindane (um inibidor dos canais de cloro ativados pelo ácido gama-amino-
butírico) foi amplamente usado até recentemente (FAO, 1999). O uso de 
compostos relacionados com a seleção destes alelos mutantes na 
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carboxilesterase E3, como organofosforados e piretróides, para o controle de C. 
hominivorax em Cuba é mais recente. 
Figura 2. Mapa com a freqüência genotípica dos indivíduos de C. hominivorax nas 
populações analisadas para presença da mutação G137D. 
A evolução da resistência também pode levar à seleção de um 
mecanismo que é capaz de conferir resistência cruzada, ou seja, resistência a 
mais de um tipo de inseticida. A resistência cruzada a compostos de diferentes 
classes tem sido associada a mecanismos metabólicos, normalmente 
associados à super-expressão de uma ou mais enzimas metabólicas que 
hidrolizam ou sequestram o inseticida antes que este alcance seu sítio alvo 
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(Brogdon & Barber, 1990; Liu & Yue, 2000; Rodriguez et al., 2002; Reyes et al., 
2007). Além de super-expressão, algumas substituições de aminoácidos em 
determinadas enzimas metabólicas podem alterar sua atividade, causando 
resistência. Através da aplicação de mutagênese in vitro, foi verificado que 
substituições no resíduo W251 da carboxilesterase E3 de Lucilia cuprina (um 
califorídeo) e no ortólogo de Drosophila melanogaster também conferem à 
enzima a capacidade de hidrolisar compostos piretróides, principalmente os do 
tipo I, além de organofosforados (OPs) (Heidari et al., 2005). Piretróides são 
classificados em tipo I ou II devido à presença, somente neste segundo grupo, 
de um grupamento ciano (CN), que torna estes compostos mais tóxicos. Devido 
a dificuldades para conseguir o princípio ativo o bioensaio realizado neste 
trabalho utilizou uma formulação comercial (Flytick da Valée) que contém um 
piretróide tipo II como princípio ativo. O.resultado deste bioensaio com 
cipermetrina em C. hominivorax, embora tenha sido feito com apenas uma 
população (Estiva, MG), foi a população brasileira que apresentou a maior 
freqüência do alelo mutante para a mutação W251S (46.67%). Este bioensaio 
indicou uma associação entre a presença desta mutação e a sobrevivência na 
presença do inseticida piretróide em duas das três concentrações analisadas 
(Tabela 3, Artigo 1, página 47). A tabela abaixo complementa os resultados 
apresentados na Tabela 3 do Artigo 1.  
Tabela 1. Porcentagem de alelos mutantes e selvagens encontrados em 
indivíduos vivos e mortos analisados a partir de três concentrações do bioensaio 
com cipermetrina, apresentado no artigo 1. 
Cipermetrina 
(µg/ml) 
% alelos mutantes encontrados em: % alelos selvagens encontrados em: N 
 Indivíduos vivos Indivíduos mortos Indivíduos vivos Indivíduos mortos  
a37.5X10-12 15 35 10 40 40 
a7.5X10-12 36.67 23.33 13.33 26.67 60 
a1.9X10-12 26.67 5 23.33 45 60 
a: Fisher’s exact test: p= 0.221; p= 0.024; p= 0.0003, respectively from the highest concentration to the lowest 
concentration. N= total number of alleles analyzed.
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Esta sobrevivência se deve provavelmente à capacidade da enzima 
mutante de hidrolisar também compostos do tipo piretróides. Entretanto, de 
acordo com o que tem sido verificado até o momento, substituições de 
aminoácidos neste resíduo conferem à enzima a capacidade de hidrolisar mais 
eficientemente piretróides do tipo I do que os piretróides tipo II, devido à 
presença do grupo ciano que dificulta a hidrólise da ligação éster dos piretróides 
tipo II (Heidari et al., 2005; Devonshire et al., 2007). Provavelmente a presença 
desta mutação permite a sobrevivência de seus portadores somente em 
concentrações mais baixas deste tipo de inseticida. Porém, outros bioensaios 
com diferentes tipos de piretróides são necessários para conclusões mais 
precisas em C. hominivorax. Estes primeiros resultados obtidos no bioensaio 
com C. hominivorax e os resultados previamente encontrados para L. cuprina e 
D. melanogaster sugerem que este deve ser um mecanismo de resistência 
conservado, pelo menos em espécies de Diptera, conferindo resistência cruzada 
a organofosforados e pelo menos, a alguns compostos piretróides. O fato de 
conferir resistência e provavelmente causar um menor custo no valor adaptativo 
dos indivíduos, quando comparado ao custo de algumas mutações em proteínas 
alvo de inseticidas, pode estar favorecendo a ampla ocorrência da mutação 
W251S na carboxilesterase E3 nas populações de C. hominivorax. 
Corroborando as interpretações acima, Hernandez et al., 2002 também 
encontraram a presença de uma mutação em uma carboxilesterase em 
linhagens do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus do México 
resistentes a piretróides. Mais recentemente, esta mutação também foi 
encontrada em linhagens brasileiras de R. microplus resistentes a acaricidas 
organofosforados e piretróides (Baffi et al., 2007). 
O uso de um determinado inseticida por um longo período pode 
selecionar um “modificador” que ameniza os efeitos deletérios do mecanismo de 
resistência. Em Lucilia cuprina, a alta freqüência de resistência a OP no campo é 
devida à evolução de um gene “modificador” que minimizou o efeito negativo no 
valor adaptativo relativo dos indivíduos portadores de alelos mutantes para a 
carboxilesterase E3 (G137D e W251S) em ambientes sem a presença do 
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inseticida. Foi verificado que o custo no valor adaptativo relativo desses 
indivíduos estava relacionado a um aumento no tempo de desenvolvimento e na 
assimetria bilateral das cerdas (Mckenzie, 1993). Foi levantada a hipótese que 
carboxilesterases devem desempenhar algum papel nas interações célula/célula 
durante a diferenciação das cerdas, as quais são consideradas estruturas 
terminais do sistema nervoso periférico (Hortsch & Goodman, 1991). A influência 
de um gene “modificador” no valor adaptativo de indivíduos mutantes para E3 em 
L. cuprina foi verificada na Austrália em 1979, após mais de 20 anos de uso do 
inseticida diazinon (um OP) (Mckenzie et al., 1982). O gene indicado como 
sendo o “modificador” é o Scalloped wings (Scl), que é considerado homólogo ao 
gene Notch de D. melanogaster (Davies et al., 1996), o qual controla o 
desenvolvimento do sistema nervoso periférico (Lauder, 1993). Scl tem efeito 
dominante sobre o valor adaptativo, de forma que na ausência de inseticidas 
indivíduos resistentes e suscetíveis tem o mesmo valor adaptativo (Mckenzie et 
al., 1982). Em C. hominivorax também pode ter ocorrido a seleção de um gene 
que tenha o efeito de amenizar os possíveis custos no valor adaptativo dos 
indivíduos mutantes na E3, uma vez que a utilização de inseticidas OPs para o 
controle deste ectoparasita no Brasil tem ocorrido há muitos anos. 
Outro mecanismo que pode diminuir o efeito deletério de mutações de 
resistência é a duplicação do gene. Para algumas linhagens isogênicas de L. 
cuprina, que apresentaram altos níveis de resistência a diazinon (um dietil-OP) e 
malation (um dimetil-OP), foi sugerida a existência de uma duplicação do gene 
que codifica a enzima carboxilesterase E3, com uma das cópias contendo a 
mutação G137D e a outra cópia a mutação W251L (Smyth et al., 2000; 
Newcomb et al., 2005). Estas mutações causam uma baixa atividade de ali-
esterase (atividade de hidrólise de ésteres alifáticos) da enzima, com o alelo 
mutante D137 afetando mais drasticamente. Além disso, o alelo D137 também 
afeta a atividade de malation carboxilesterase (hidrólise das ligações 
carboxilester do inseticida malation) da enzima, a qual é conferida pela presença 
da mutação W251L (Devonshire et al., 2003). As alterações nas atividades da 
enzima causadas por estas mutações, levando a um alto custo no valor 
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adaptativo, justificaria a falta de registro, até o momento, de indivíduos de L. 
cuprina portadores de ambas as mutações no mesmo gene.  Em contrapartida, 
ambas as mutações causam um aumento na atividade de OP hidrolase, 
caracterizada pela capacidade de hidrolisar ligações fosfo-ésteres (Campbell et 
al., 1998; Devonshire et al., 2003), muito comuns em OPs. A presença do gene 
duplicado, com cada um contendo uma das mutações, resulta num fenótipo de 
resistência superior para o inseto visto que ele tem duas vezes maior quantidade 
da proteína e com a capacidade de hidrolisar um grande número de diferentes 
compostos OPs (Newcomb et al., 2005). Em C. hominivorax não foi verificado se 
há uma duplicação no gene da carboxilesterase E3. Entretanto, a duplicação 
deste gene não parece ser um mecanismo comum, mesmo em L. cuprina, visto 
que apenas algumas linhagens (7 dentre mais de 40 linhagens investigadas) 
apresentaram resultados que indicam tal duplicação (Smyth et al., 2000; 
Newcomb et al., 2005). Os indivíduos de C. hominivorax classificados como 
heterozigotos foram assim chamados considerando que há nesta espécie 
apenas uma cópia do gene da carboxilesterase E3, sendo que já foram 
encontrados indivíduos heterozigotos para ambas as mutações G137D e W251S 
(R.A. Carvalho, comunicação pessoal). Indivíduos foram determinados 
heterozigotos tanto por seqüenciamento direto de PCR (aparecimento de dois 
picos nos pontos das mutações) como por PCR-RFLP. Estes indivíduos 
heterozigotos para ambas as mutações teriam a capacidade de hidrolisar uma 
ampla variedade de compostos organofosforados e, pelo menos, alguns 
compostos piretróides, provavelmente os do tipo I mais eficientemente que os do 
tipo II, como em L. cuprina. A estratégia de uso alternado de inseticidas 
organofosforados e alguns piretróides, e mesmo inseticidas com a mistura de 
ambos, podem selecionar indivíduos do campo portadores de alelos de 
resistência nesta carboxilesterase.  
A estimativa do custo no valor adaptativo em indivíduos heterozigotos tem 
importantes implicações para estratégias de manejo da resistência, visto que os 
heterozigotos representam os portadores mais freqüentes dos alelos resistentes 
no começo do processo de resistência. Dependendo dos efeitos pleiotrópicos 
                              
                                                  
80
                                                                                                                                       
      
causados pelos alelos resistentes, isto poderá influenciar a taxa na qual a 
seleção natural atuará sob tais alelos (Roush & Mckenzie, 1987). 
Duplicação gênica associada com resistência também foi encontrada no 
gene da AChE em algumas espécies de artrópodes da ordem Hemíptera, 
Himenóptera, Lepidóptera, Diptera e Acari, e chamados de ace1 e ace2. Nas 
espécies onde há dois genes ace, e para as quais foram descritas mutações 
associadas à resistência, estas têm sido encontradas no gene ace1. Entretanto, 
em algumas espécies de Díptera, do grupo das chamadas “moscas verdadeiras” 
(Cyclorrapha), há somente a presença do gene ace2, onde ocorrem as 
mutações de resistência (Huchard et al., 2006). Embora não tenha sido 
investigado se em C. hominivorax também há dois genes ace, a AChE 
seqüenciada e analisada aqui (depositada no GenBank com o código 
FJ830868), apresenta 88%, 84%, 82% e 72% de identidade nucleotídica com as 
AChEs de L. cuprina, H. irritans, M. domestica e D. melanogaster, 
respectivamente. Essa identidade com a AChE de outras espécies de Diptera 
que possuem apenas o gene ace2, principalmente com a do califorídeo L. 
cuprina, nos leva a propor que a AChE de C. hominivorax é um ortólogo do gene 
ace2.  
Para as mutações investigadas na acetilcolinesterase de C. hominivorax, 
estas parecem afetar a sensibilidade da enzima a organofosforados e 
carbamatos em insetos. Carbamatos e organofosforados são compostos que se 
ligam no sitio ativo da enzima e a hidrólise dos mesmos causa uma fosforilação 
ou carbamilação da serina catalítica, impedindo-a de hidrolisar acetilcolina, que 
é o substrato natural da ação da acetilcolinesterase. O processo de 
defosforilação da serina catalítica é demorado, o que faz com que ocorra um 
acúmulo de acetilcolina e, consequentemente, um bloqueio na transmissão 
sináptica, levando à morte do inseto. Portanto, toda mutação que afeta a ligação 
dos inseticidas também pode afetar a hidrólise da acetilcolina, o que pode 
causar um alto custo no valor adaptativo do inseto. Este fato sugere que o efeito 
de cada mutação no padrão de resistência pode ser importante no processo de 
seleção (Villatte et al., 2000).  
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Em amostras populacionais de D. melanogaster de diferentes partes do 
mundo, indivíduos triplo mutante I161V/G265A/F330Y, que corresponde aos 
pontos de mutação investigados na AChE de C. hominivorax, foram os mais 
frequentemente encontrados (Menozzi et al., 2004; Shi et al., 2004). A 
ocorrência de algumas mutações que são deletérias, afetando a estabilidade da 
proteína, por exemplo, podem ser contrabalanceadas pela presença de outras 
que aumentam sua eficiência catalítica. A combinação de algumas mutações no 
mesmo alelo parece resultar em um efeito menos drástico na estabilidade e 
atividade da proteína sem ser letal para o inseto, e também conferem resistência 
na presença do inseticida (Shi et al., 2004). Em linhagens resistentes de M. 
domestica foram encontrados indivíduos contendo as mutações G342A/F407Y 
na acetilcolinesterase (Kozaki et al., 2001; Walsh et al., 2001). Em L. cuprina, 
através de mutagênese sítio dirigida, foi verificado que indivíduos contendo duas 
mutações, G303A/F368Y, ou três mutações, I199V/G303A/F368Y, apresentaram 
níveis consideráveis de insensibilidade a organofosforados (Chen et al., 2001).  
Na AChE de C. hominivorax é possível que ainda não tenha ocorrido a 
seleção de diferentes mutações de resistência no mesmo alelo, pelo menos não 
das mutações conhecidas e que foram investigadas neste trabalho. A mutação 
F466Y encontrada em dois indivíduos de Pinheiro Machado (RS, Brasil) parece 
determinar um custo no valor adaptativo de seus portadores nas outras espécies 
onde ela foi descrita, uma vez que ela diminui a estabilidade da proteína (Walsh 
et al., 2001; Shi et al., 2004). Na análise dos contatos internos estabelecidos 
entre os aminoácidos, realizada no Artigo 2, foi verificado que a troca de uma 
fenilalanina por uma tirosina na posição 466 causou a ocorrência de uma 
interação hidrofóbica com o triptofano da posição 457 (W457) na proteína 
mutante (ver Figura 3, Artigo 2, página 70), a qual era inexistente na proteína 
selvagem. Esta nova interação pode estar relacionada com a diminuição na 
estabilidade da proteína. Por outro lado, a substituição F466Y é caracterizada 
por conferir resistência pois a tirosina, que é um aminoácido um pouco maior, 
diminui o espaço acessível dentro do sítio ativo para moléculas maiores como 
organofosforados e carbamatos. Isto impede que estes compostos sejam 
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hidrolisados pelo sítio catalítico da enzima e que a serina catalítica fique 
inativada pela sua fosforilação ou carbamilação, resultante do processo de 
hidrólise destes compostos (Walsh et al., 2001; Shi et al., 2004). Embora não 
tenha sido feita nenhuma avaliação do possível custo no valor adaptativo que os 
portadores desta mutação podem ter em C. hominivorax, a sua presença em 
apenas dois indivíduos de uma população, apesar dos muitos anos de uso de 
inseticidas organofosforados, pode ser um indício de tal custo.
A mutação G265A na AChE de D. melanogaster foi a mutação mais 
freqüente nas populações analisadas, considerando as mutações isoladamente. 
Dentre as mutações caracterizadas até o momento em D. melanogaster, esta é 
considerada como sendo a que causa o menor custo no valor adaptativo do 
indivíduo, uma vez que ela diminui a estabilidade da proteína AChE, mas 
aumenta sua eficiência catalítica (Shi et al., 2004). Na AChE de indivíduos do 
campo resistentes a diazinon (um OP), em Haematobia irritans (Diptera; 
Muscidae), também foi encontrada uma substituição de glicina para alanina no 
resíduo 262 (G262A, equivalente a posição G265A de D. melanogaster), 
associada ao fenótipo de resistência (Temeyer et al., 2008). Esta substituição 
também já foi encontrada em linhagens resistentes de M. domestica (Kozaki et 
al., 2001; Walsh et al., 2001). Apesar da sua ocorrência em amostras resistentes 
de três espécies de dípteros esta variante não foi encontrada nas populações de 
C. hominivorax. Este resíduo está localizado próximo à tríade catalítica (S374, 
E503, H616), e em C. hominivorax corresponde à posição G401. Na análise das 
interações estabelecidas entre os aminoácidos nas proteínas selvagem e 
mutante modeladas no presente trabalho, foi verificado que a troca da glicina 
para uma alanina nesta posição leva à ocorrência de duas interações 
hidrofóbicas com a serina catalítica (ver Figura 3, Artigo 2, página 70). A 
ocorrência destas interações na proteína mutada, pode estar relacionada com o 
fato da substituição para alanina afetar a orientação da serina catalítica e 
consequentemente causar a insensibilidade a compostos como 
organofosforados e carbamatos. 
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Apesar de existirem relatos sobre custo no valor adaptativo associado a 
mutações no canal de sódio e na AChE, é possível que indivíduos sejam 
portadores de mutações em ambas proteínas, ao mesmo tempo, ocasionando 
resistência a inseticidas de diferentes classes, como foi encontrado em Culex 
quinquefasciatus. Neste mosquito a linhagem portadora de mutações em ambas 
as proteínas apresentou um menor custo no valor adaptativo, na presença dos 
inseticidas, do que a linhagem que apresentava somente a mutação na AChE 
(Berticat et al., 2008). Estimativas dos efeitos deletérios de alelos que causam 
resistência, incluindo potenciais interações entre eles, podem variar de acordo 
com o “background” genético no qual eles são expressos, e com as condições 
ambientais nos quais as estimativas são medidas (Berticat et al., 2008). No 
presente trabalho, mutações no canal de sódio e na acetilcolinesterase de C. 
hominivorax foram investigadas. Para a mutação do canal de sódio nenhum 
mutante foi encontrado e para as mutações na acetilcolinesterase somente dois 
indivíduos apresentaram uma das mutações investigadas, a F466Y. Porém 
estes dois indivíduos não possuíam a mutação kdr investigada, descartando a 
possibilidade de qualquer interação entre elas, como foi sugerido para C. 
quinquefasciatus.  
A dinâmica evolutiva da resistência é difícil de ser prevista em populações 
naturais visto que múltiplos mecanismos podem estar presentes e tais 
mecanismos podem interagir entre si. No califorídeo L. cuprina a evolução da 
resistência parece ter levado preferencialmente à seleção de um mecanismo 
metabólico, que no caso foi a seleção de mutações que alteram a atividade da 
enzima carboxilesterase E3. Foi verificado que OPs reagem preferencialmente 
com a carboxilesterase E3, na presença tanto da AChE como de outras 
esterases, em homogenados de L. cuprina (Parker et al., 1991). A forma 
suscetível da E3 de L.cuprina e M. domestica apresenta uma alta afinidade por 
OPs, em relação à afinidade da AChE por estes compostos, o que foi proposto 
como um possível mecanismo de proteção para a AChE, visto que estes 
compostos são inibidores desta enzima. Também foi proposto que as mutações 
na E3 servem para aumentar sua utilidade através da capacidade conferida de 
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hidrolisar OPs (Newcomb et al., 1997b). Os resultados deste trabalho e do 
trabalho realizado por Carvalho et al., 2006 indicam que, em C. hominivorax, o 
mesmo mecanismo metabólico tem sido selecionado nas populações, o que não 
descarta a possibilidade de existirem outros mecanismos que também podem 
estar contribuindo para conferir resistência. 
Também deve ser considerado que a estrutura das populações, se 
isoladas ou se mantêm fluxo com outras, ou se há locais de refúgio sem a 
presença de inseticidas para os indivíduos suscetíveis, são fatores que podem 
influenciar a distribuição dos alelos associados à resistência. Estudos com 
populações geográficas de C. hominivorax na América do Sul, utilizando-se 
marcadores microssatélites (Torres, 2006; Torres et al., 2007) e mitocondriais 
(Torres et al., 2007; Lyra et al., 2009) não revelaram clara estruturação 
populacional. Isso pode ser devido à existência de fluxo gênico suficiente para 
manter a homogeneidade entre quase todas as populações observadas. Como 
esta espécie está associada à infestação de animais domésticos, o fluxo gênico 
entre as populações também pode ser influenciado pelo transporte passivo 
através de animais infestados (Torres, 2006; Torres et al., 2007; Lyra et al., 
2009). Este fluxo entre as populações pode contribuir para a distribuição dos 
alelos mutantes (G137D e W251S) da carboxilesterase E3 nas populações de C. 
hominivorax, os quais acabam sendo posteriormente selecionados pelo uso de 
inseticidas e aumentando em frequência.  
O número de espécies de artrópodes consideradas pragas ou pestes 
apresentando algum mecanismo de resistência a inseticidas tem aumentado 
notavelmente. Este fato é um desafio, visto que coloca em teste nossa 
capacidade de lidar eficientemente com esta situação e suas consequências. 
Ainda que sejam descobertas ou criadas novas moléculas com ação inseticida, é 
certo que o desenvolvimento da resistência a estes compostos também 
ocorrerá, sendo só uma questão de tempo e oportunidade. Portanto, o 
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resistência nestas 
espécies é de fundamental importância para a elaboração e execução de 
estratégias mais eficientes para seu controle, assim como o conhecimento da 
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ecologia, comportamento, variabilidade genética e estrutura das suas 
populações. Neste sentido, este trabalho contribui com informações sobre o 
desenvolvimento da resistência num importante ectoparasita, informações estas 
que serão complementadas em trabalhos posteriores. O uso de tais informações 
contribuirá para a efetividade de qualquer plano de controle ou erradicação de C. 
hominivorax nas áreas de sua atual distribuição.  
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6. CONCLUSÕES GERAIS 
● Considerando os resultados encontrados nos dois trabalhos aqui 
apresentados e no trabalho de Carvalho et al. (2006), mutações na 
carboxilesterase E3 são um dos principais mecanismos de resistência 
selecionados em C. hominivorax, dentre os investigados até o momento.  
● Mutações na carboxilesterase E3 demonstram ser um mecanismo de 
resistência conservado, pelo menos em Diptera. 
● A mutação W251S na carboxilesterase E3 de C. hominivorax, também parece 
conferir à enzima a capacidade de hidrolisar compostos piretróides, além de 
organofosforados. 
● O uso de piretróides do tipo II pode ser uma alternativa mais eficaz para 
estratégias de controle desta espécie, considerando que a mutação W251S 
demonstra estar amplamente distribuída nas suas populações e a enzima 
mutante parece ter dificuldades na hidrólise destes compostos.  
● A acetilcolinesterase de C. hominivorax, caracterizada neste trabalho, é um 
ortólogo do gene Ace2 encontrado em espécies de Cyclorrapha (L. cuprina, H. 
irritans, M. domestica, D. melanogaster), que possuem somente um gene para 
esta enzima. 
● Mutações associadas com resistência causam alterações nas interações 
internas entre os aminoácidos na enzima acetilcolinesterase, as quais podem 
estar associadas tanto à resistência como ao custo no valor adaptativo dos 
portadores na ausência de inseticidas. 
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7. PERSPECTIVAS 
Certamente este trabalho deixa algumas perguntas para serem 
respondidas em trabalhos futuros que contribuirão para um melhor entendimento 
sobre a evolução da resistência em C. hominivorax. Entre as possibilidades que 
ficam para serem investigadas estão:  
● realização de bioensaios e experimentos de mutagênese in vitro, com 
diferentes piretróides, usando outras populações de C. hominivorax, que 
contribuirão para confirmar a associação da mutação W251S com a hidrólise 
destes compostos; 
● realização de bioensaios com compostos organofosforados, já que os mesmos 
são usados há muitos anos nos inseticidas mata-bicheiras no Brasil. Esta etapa 
já encontra-se em andamento no Laboratório de Genética e Evolução Animal do 
CBMEG. 
● investigar a presença de outros mecanismos metabólicos, como a super-
expressão de enzimas envolvidas na metabolização de compostos xenobióticos, 
que podem também estar atuando para conferir resistência, e que também já 
encontra-se em andamento no Laboratório de Genética e Evolução Animal do 
CBMEG.  
● investigar a possibilidade de ocorrência de outras mutações nos genes para 
canal de sódio e acetilcolinesterase, além das investigadas aqui, que possam 
conferir resistência a piretróides e organofosforados, respectivamente. 
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Anexo 1. Lista  e quantidade dos compostos encontrados nos mata-bicheiras 




Dietil OP + dimetil-OP 8 
Piretróide 5 
Dietil-OP 5 
Carbamato + piretróide 4 
Carbamato + dietil-OP 3 
Piretróide + dietil-OP 2 
Piretróide + dimetil-OP 2 
Fipronil 1 
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Anexo 2. Informações adicionais sobre as coletas das amostras 
 As amostras do Brasil das localidades de Caiapônia-GO, Estiva-MG, 
Carambeí-PR e Pinheiro Machado-RS foram coletadas no campo pela equipe do 
nosso laboratório (Laboratório de Genética e Evolução Animal – CBMEG - 
UNICAMP). Para facilitar a obtenção de amostras de outras localidades, foi 
desenvolvido por Tatiana T. Torres (Laboratório de Genética e Evolução Animal – 
CBMEG - UNICAMP) um kit de coleta contendo 12 frascos com EtOH 100% 
rotulados para identificação das amostras, uma pinça descartável, pares de 
luvas descartáveis, lápis e um manual de informações e instruções de coleta e 
armazenamento (Torres, 2006). Esse kit foi enviado para colaboradores e 
através da sua utilização foram obtidas as amostras de Santa Maria das 
Barreiras-PA entre outras. 
As amostras do Uruguai foram coletadas em dois anos consecutivos 
(2003-2004), sendo que a primeira coleta foi realizada por uma equipe formada 
por pesquisadores do “Centro de Investigaciones Nucleares – CIN” da “Universidad 
de la República” do Uruguai e Laboratório de Genética e Evolução Animal- 
CBMEG-UNICAMP do Brasil, e a segunda coleta foi realisada pelos 
pesquisadores do CIN e as amostras enviadas para nosso laboratório, fixadas 
em EtOH 100%. A equipe do CIN também coletou e nos enviou amostras da 
localidade de Ybytymi no Paraguai. 
A Agência Internacional de Energia Atômica (IAEA- “International Atomic 
Energy Agency”) facilitou a interação e o contato entre pesquisadores da América 
Central e do Sul para obtenção de mostras de C. hominivorax, como parte do 
projeto de pesquisa coordenado pelo Laboratório de Genética Animal-CBMEG-
UNICAMP intitulado “Genetic Sexing of New World Screwworm Fly” (FAO/IAEA-
11822/RO). Através desse projeto o pesquisador René Garcia coletou e nos 
enviou amostras das localidades de Cuba, e Colômbia, e o Dr. Alfredo Coronado 
(“Universidad Centro-ocidental Lisandro Alvarado”, Barquisimeto-Venezuela), 
pesquisador participante do projeto, nos enviou as amostras da Venezuela.  
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As amostras utilizadas neste trabalho foram coletadas entre 2003 e 2006. 
Todas as amostras foram coletadas diretamente em feridas de animais 
domésticos (bois, ovelhas, porcos ou cães) como larvas de 2º ou 3º instar. Após 
coleta, as larvas de cada ferida foram mantidas juntas e devidamente 
identificadas. Em seguida as larvas foram fixadas em etanol absoluto (EtOH 
100%) ou colocadas em serragem para transformarem-se em pupas (quando em 
3º instar, já rosadas), ou ainda criadas no laboratório em carne fresca e sangue, 
até a fase de pupa. As pupas foram congeladas vivas em freezer – 70°C, para 
posterior extração de DNA, ou mantidas até os adultos emergirem.   
